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ZUSAMMENFASSUNG
Laterale Erregungsausbreitung in der Hirnrinde bei Reizung

spezifischer sensorischer Afferenzen (Ratte).

Bleis, Hannah-Lena

Die Fragestellung dieser Arbeit ist, ob eine laterale Erregungsausbreitung bei Aktivierung
des primar-sensorischen Hirnrinden-Areals in angrenzende primar-motorische und
sekundar-somatosensorische Hirnrinden-Areale direkt stattfindet. Die Untersuchungen
wurden mit konventionellen, evozierten Potentialen und unter Einsatz von spannungs-
empfindlichen Farbstoffen durchgefiihrt. Die Aktivierung der afferenten Systeme erfolgte
durch elektrische Einzelimpulse.

Es ergab sich, dass in allen Versuchen eine laterale Erregung unabhangig von der
Aktivierungsstarke und dem neuronalen Erregungsniveau nachgewiesen werden konnte.
Die durch afferente Reizung ausgeldoste Erregung ist innerhalb der infragranularen
Schichten ausgepragter als in den supragranularen. Vor allem ortsnah zur Stimulations-
elektrode ist dies besonders im primar-somatosensorischen Areal deutlich. Die Tendenz
geht dahin, dass mit dem Abstand zur Stimulationselektrode die neuronale Erregung
abnimmt. Vor allem im flachenmaRig ausgedehnten sekundar-somatosensorischen Kortex
ist die Erregung umso starker, je weiter medial zum primar-somatosensorischen Kortex eine
Aktivitat ablauft. Um eine rekurrente Verbindung zum Thalamus und damit eine indirekte
laterale Erregungsausbreitung tber den thalamischen ,Umweg* auszuschlief3en, wurde die
Verbindung zwischen Thalamus und Kortex vor Versuchsbeginn durchtrennt. Folglich
erfolgt die Weiterleitung der evozierten Erregungen direkt in lateral angrenzende Areale.
Ferner ergab sich, dass sich die lateralen Erregungsausbreitungen in die primar-
motorischen und sekundar-somatosensorischen Hirnrinden-Areale nicht merklich
unterscheiden.

Insgesamt sind offensichtlich die Sensorik und Motorik bereits auf der Ebene der
GrofRhirnrinde eng miteinander gekoppelt. Die tierexperimentelle Arbeit wurde mit dem
Schreiben vom 14.02.2017 (AZ: 84-02.05.20.13.027, Kopie siehe 9.) genehmigt.

Tag der miindlichen Prufung: 08.08.2019
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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit stammt aus dem Gebiet der Neurowissenschaften und ist
ausgerichtet auf das System der somato-viszeralen Sensibilitéat als Teilgebiet des
sensorischen Systems des Menschen. Zunéchst stellt sich die Frage, was das
sensorische System ist und woflr wir es brauchen. Das sensorische System stellt die
Fahigkeit des Menschen, aulRere und innere Reize wahrzunehmen: zu tasten, fuhlen,
schmecken, riechen, horen und sehen. Ohne das sensorische System kann der
menschliche Organismus nicht Uberleben. Es ist die Voraussetzung fur ein
Jlebendes* Gehirn und somit einen lebenden Menschen (Speckmann 2017, S. 24-
36).

Um zu leben und seine Funktionen aufrecht zu erhalten, ist das Gehirn auf Energie
angewiesen. Diese Energie muss das Gehirn selbststandig produzieren. Dazu ist,
zum Beispiel, die Aufnahme von Kohlenhydraten, Fetten, und Eiwei3en notwendig,
die in der Umwelt enthalten sind. Voraussetzung zur Nutzung dieser Stoffe ist, dass
die Nahrung priméar gesehen und dann mit den Handen oder Hilfswerkzeugen, wie
einer Gabel, dem Mund zugefihrt wird. Uber den Mund und das angeschlossene
Magen-Darm-System gelangt die Nahrung weiter in den systemischen Kreislauf und
somit letztlich zum Gehirn. Das Sehen und Tasten ist Teil des sensorischen Systems
des Menschen. Der Mensch ist also gleichermaRRen Teil der Umwelt wie auf die

Umwelt angewiesen (Speckmann 2017, S. 24-47).

Zur Verdeutlichung dient, als Beispiel, das mit Schinken und Butter belegte
Frahstlicksbrétchen, welches alle Substrate, Eiwei3e, Kohlenhydrate und Fette
enthalt (Speckmann 2017, S. 26). Liegt es auf dem Tisch, muss es primér vom
Menschen mit den Augen und/oder den tastenden Handen gemerkt werden. Durch
diesen Akt wird das Brotchen zur Merk-Welt. Im Anschluss muss das Brétchen
genommen und gegessen werden, beschrieben durch die Wirk-Welt, welche durch
das Greifen motorischer Natur ist. Die Gesamtheit von Merk-Welt und Wirk-Welt
bildet unsere Umwelt (Speckmann 2017, S. 22-47).



Welche sensorischen Teilsysteme hat der Mensch zur Verfigung? Diese Frage soll
im Weiteren geklart werden. Der Mensch verfugt Gber unterschiedliche sensorische
Systeme: das visuelle, das auditorische, das gustatorische, das olfaktorische, das
vestibulare sowie das somato-viszerale System. Diese Teilsysteme lassen sich
weiter in Sinneskanale und zugehdorige Empfindungen gliedern (Speckmann 2017,
Tab. S. 102). Zum visuellen Sinneskanal gehort die Wahrnehmung ,Sehen®, zum
auditorischen Sinneskanal die Wahrnehmung ,Ho6ren®, zum gustatorischen
Sinneskanal die Wahrnehmung ,Schmecken®, zum olfaktorischen System die
Wahrnehmung ,Riechen® und zum vestibularen System die Wahrnehmung
,Empfindung von Beschleunigungen®. Das System der somato-viszeralen Sensibilitat
gliedert sich wiederum in drei Teilgebiete mit jeweiligen Sinneskanadlen und
Wahrnehmungen, welche im Folgenden genauer betrachtet werden (Speckmann
2017, Tab. S. 102).

Allen dieser genannten Teilsysteme ist gemein, dass sie auf3erst spezifische
Sinnesrezeptoren und spezifische Wege der Informations-Weiterleitung haben,
welche in topographisch fest zugeordnete Areale in der Hirnrinde projizieren.
Insgesamt handelt es sich also um spezifische Sinnessysteme. Neben dem
spezifischen sensorischen System des Menschen existieren auch unspezifische
Systeme (Speckmann 2017, S. 157). Sowohl Uber spezifische Projektionen in die
Hirnrinde als auch Uber unspezifische Projektionen verarbeitet das menschliche
Gehirn Informationen. Unspezifische Systeme nehmen ihren Ausgang nicht von
definierten Rezeptoren der Teilsysteme, sondern erhalten Information aus samtlichen
Nervenfasern, die in das Gehirn aufsteigen. Somit folgen sie auch nicht dem
klassischen Weg der Umschaltstationen, zum Beispiel Uber die spezifischen

Thalamuskerne, wie es von den spezifischen Projektionen bekannt ist.

Ferner verfiigt das unspezifische System nicht Uber spezifische Projektionsareale in
der Hirnrinde. Es projiziert Gber das gesamte Gehirn, unabhangig davon, woher die
Reizinformationen stammten. Es ist durch Modulatoren, welche &hnlich wie
Transmitter an neuronalen Synapsen funktionieren, moduliert. Diese Modulatoren
verandern die Weiterleitung und Ubertragung der neuronalen Information in ihrer
Effektivitdt, sie haben jedoch keinen Einfluss auf eine An- beziehungsweise
Abschaltung dieser. Eric Kandel (2012, S. 422) formulierte es sehr treffend:
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“Modulating systems modify the action of mediating systems: they do not turn them
on or shut them off. In this way they are like the volume dial, rather than the on-off

switch, of a radio.”

Die Modulator-Systeme sind weitlaufig und anatomisch oft schwer nachvollziehbar im
Nervensystem verzweigt. lhre Wirkungsentfaltung ist haufig weit von ihrer
Bildungsstatte und dem Freisetzungsort ihrer Botenstoffe entfernt (Speckmann 2017,
S. 161). Noradrenalin, zum Beispiel, wird, unter anderem, im Nebennieren-Mark
gebildet, entfaltet seine Wirkung aber, aufler in dem Versorgungsteil unseres
Organismus, auch in der, topographisch weiter entfernten, Hirnrinde. Modulatoren
lassen sich hinsichtlich ihrer Wirkung klassifizieren in ,,Glucks-Modulatoren®, ,soziale
Bindungs-Modulatoren® und ,Stress-Modulatoren®. Den ,Glicks-Modulatoren®
Dopamin, Serotonin und den Endorphinen ist eine spezifische, fir den Menschen
positiv. wahrgenommene, effektverstarkende Veranderung der Informations-
Weiterleitung gemein, die ihren Namen erklaren. Uber Dopamin kann eine
,Belohnungs- Vorhersage®, tber, in das Gehirn aufsteigende Informationen, gegeben
werden. Endorphine bewirken eine Schmerzhemmung und Serotonin, unter
anderem, eine Vermittlung von ,Zufriedenheit®. Bei den ,soziale Bindungs-
Modulatoren®, wie Oxytozin und Vasopressin, stehen soziale Zuwendung durch
Aufbau von Empathie und Vertrauen (,mutterliches Verhalten®) im Vordergrund. Zu
den ,Stress-Modulatoren® zahlen a) Noradrenalin, b) Cortisol und c) Acetylcholin.
Ihre, den zentralnervésen Mechanismus ,stressenden®, Wirkungseffekte beinhalten
a) eine Fokussierung der Aufmerksamkeit und/oder Kreislaufaktivierung, b) eine
Aktivierung des Stoffwechsels und C) Lernen und
Gedéachtnisbildung/Gedachtnisstimulation tber muskarinische und hauptséachlich
nikotinische Rezeptoren (Speckmann 2017, S. 161-166).

Fur die folgenden Untersuchungen wird das System der somato-viszeralen
Sensibilitat ausgewahlt. Unter somato-viszerale Sensibilitat fallen folgende
Empfindungen: Tastempfindung, Temperaturempfindung und Schmerzempfindung.
Die Sinneskanale gehen von folgenden Rezeptoren aus: Mechanorezeptoren,
Thermorezeptoren und Nozizeptoren. Diese Rezeptoren, zum Beispiel in der
menschlichen Haut, reagieren auf mechanische, thermische oder nozizeptive Reize

und ermdglichen, als ,erster Beruhrungspunkt® mit der Umwelt oder dem eigenen
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Korper, die Registrierung von Reizen. Die Weiterleitung der Reizinformation lauft
Uber Zwischenstationen in das Gehirn, genauer in die Hirnrinde, wo der Reiz
zunachst empfunden und dann mit Hilfe des Gedéachtnisses wahrgenommen wird
(Speckmann 2012, S. 99, S. 102, S. 103, S. 104, S. 105).

Der genaue Informationsweg der Sensorik vom Rezeptor bis in das Gehirn wird
anhand der Mechanorezeption, also dem Ertasten eines Fruhsticksbrotchen oder
einer Rose, zum Beispiel, erlautert. Mechanorezeptoren, zum Beispiel in der Haut
der Finger, sind an periphere Nervenfasern angeschlossen, die als sensorische
Afferenzen zunachst in das Rickenmark ziehen. Die Zellkorper dieser Nerven sind in
sensorischen Ganglien situiert, noch auf3erhalb des Ruckenmarks. Im Riuckenmark
steigt die Reiz-Information Uber afferente Nervenfasern bis in die Ubergangsregion
Ruckenmark-Gehirn (Medulla oblongata) auf. Dort liegt ein Neuronen Kerngebiet. In
diesen Kernen erfolgt die Umschaltung der primaren mechanischen Afferenzen auf
nachfolgende Nervenfasern mittels Synapsen. Synapsen bewirken eine
Informationsubertragung von Neuron zu Neuron Uber Transmitter. Diese
Informationen ziehen, nach Umschaltung auf das zweite Neuron, weiter zum
Thalamus. In seinen spezifischen Kernen erfolgt eine erneute Umschaltung und
Weiterleitung zum Gyrus postcentralis der Hirnrinde. Im Gyrus postcentralis kommen
die dritten afferenten Neurone in synaptischen Kontakt mit ortsstandigen Zellen und
werden Ubertragen auf ein viertes Neuron. Insgesamt leiten also 4 Nervenzellen die
sensorische Information vom Rezeptor bis zur Hirnrinde. Ein ungestorter
Informationsfluss zwischen diesen Stationen ist die unabdingbare Voraussetzung fur
Empfindung und Wahrnehmung (Speckmann 2012, S. 99, S. 102, S. 103, S. 104, S.
105).

Die Zellen der Hirnrinde, die fir somato-viszerale Sensibilitdt zustandig sind, liegen
beim Menschen in der Windung hinter der Zentralfurche (Sulcus centralis), im Gyrus
postcentralis. Dieser Teil der Hirnrinde wird als primdres somato-sensorisches
Rindenfeld (S1) bezeichnet und weist die typische 6-schichtige Gliederung der
Hirnrinde in funktionelle Kolumnen auf (Luhmann 2013, S. 279). Anhand der
Schichten ist die kortikale Erregungsausbreitung innerhalb eines priméren
Rindenfeldes nachvollziehbar: Afferenzen aus den Thalamuskernen gelangen
zunéachst in die Schicht 1V, dann dber Schicht IlI/lll in Schicht V, von Schicht V zu
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Schicht VI um dann wieder zuriick zum Thalamus geleitet zu werden (Luhmann
2013, S. 279). Die kortikale Informationsverarbeitung beginnt also im priméren
Rindenfeld als Empfindung und wird Uber unimodale Assoziationskortizes an
multimodale Assoziationskortizes im parietalen, temporalen, parahippokampalen und
zingularen Kortex weitergleitet, um zu einer Wahrnehmung zu werden. Man spricht
von einer sequenziellen und parallelen Informationsverarbeitung (Luhmann 2013, S.
275-289).

Als Neugeborenes sind noch keine Informationen im Gehirn abgespeichert. Der
sensorische Reiz verlauft zunachst nur in das zugehdrige primare Rindenareal, wo er
lediglich empfunden wird. Im Laufe des Lebens kommt es zu einer immer
komplexeren Weiterleitung und Informationsverarbeitung kortikaler Erregung: Durch
Lernen und Erfahrung kommt es zur Ausbildung und Verknipfung von
Assoziationsarealen und somit zur Gedachtnisbildung. Die Verkniupfung einer blo3en
Empfindung mit Assoziationen aus dem Gedachtnis fuhrt zur Wahrnehmung. Eine
Empfindung bekommt somit auch emotionale Bedeutung (Speckmann 2017, S. 149,
S. 167-178).

Ausgangspunkt fur die folgenden Untersuchungen ist die Fragestellung der lateralen
Erregungsausbreitung in der Hirnrinde bei Reizung spezifischer sensorischer
Afferenzen (Ratte). Mit spezifischen sensorischen Afferenzen sind die sensorischen
,3.Neurone®, die zuvor in den spezifischen Thalamuskernen umgeschaltet wurden,
gemeint. Experimentell untersucht wird die Erregungs-Ausbreitung dieser
spezifischen Neurone, bei Reizung unmittelbar vor Eintritt in die Hirnrinde. Aul3en vor
bleiben so mdglichst viele der, oben beschriebenen, unspezifischen Neurone, die
unter Umgehung des Thalamus direkt in die Hirnrinde und/oder subkortikale
Regionen laufen und Ergebnisse verfalschen konnten. Interessant ist, ob Erregung
nur in Schicht IV innerhalb der funktionellen Kolumnen des sensorischen Kortex-
Areals oder auch in lateral angrenzenden Rindenarealen, ohne vorherige Ruckkehr
Uber den Thalamus (Uber Schicht VI), stattfindet.

Diese Fragestellung soll tierexperimentell mit Ratten untersucht werden. Bisher gibt
es in der Forschung gute Erfahrungen mit Rattenversuchen und aufgrund ihrer

ausgepragten Somatosensorik eignen sich diese Tiere sehr gut zu Beantwortung der
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Fragestellung dieser Arbeit. Im Hinblick auf die Untersuchungstechnik stehen
grundsatzlich zwei Methoden zur Verfiigung. Zum einen Feldpotentiale, zum anderen
die Membranpotentiale vieler Neurone in einer Population mit Hilfe
spannungsempfindlicher Farbstoffe. Zur Begrindung der Auswahl dieser Technik
werden im Folgenden die Entstehungsmechanismen der Feldpotentiale und die

Wirkungsweise der spannungsempfindlichen Farbstoffe beschrieben.

Feldpotentiale sind Potentiale im Umfeld von Nervenzellen, die sich mittels
extrazellularen Elektroden ableiten lassen (Kohling et al. 2013, S. 250). Die
Entstehung von Feldpotentialen lasst sich in drei Schritten zusammenfassen. Schritt
1: Das Ruhemembranpotential ist zun&chst innerhalb der gesamten Nervenzelle
gleich. Die Aktivierung einer exzitatorischen Synapse, zum Beispiel im oberen Teil
der Nervenzelle, fihrt zum Einstrom positiv geladener lonen. Schritt 2: Durch den
Kationen Einstrom wird das Membranpotential an dieser Stelle der Nervenfaser
vermindert, es entsteht ein Potentialgefélle im Intra- und Extrazellularraum entlang
der Membran. Schritt 3: Dieses Potentialgefalle 16st Langsstrome von Kationen intra-
und extrazellular entlang der Nervenzellmembran aus. Extrazellular flieRen sie tber
den Widerstand, den der Extrazellularraum fir den lonenfluss darstellt. Es kommt zu
Spannungsunterschieden und somit zur Generierung des Feldpotentials (Speckmann
2012, S. 58-61).

Folgern lasst sich daraus, dass Feldpotentiale als sekundare Feldeffekte gemessen
werden, da keine direkte Messung der Verdnderung des Membranpotenzials erfolgt,
sondern sekundar der Spannungsabfall am Widerstand, hervorgerufen durch die
extrazellularen lonenstrome, gemessen wird. Feldpotentiale erlauben also keinen
genauen Ruckschluss auf den urspringlichen Ort der Erregungs-Entstehung, sie
sind weitestgehend Erregungsort-unspezifisch und im Prinzip unendlich weit
ausgedehnt (Speckmann 2012, S. 60, S. 175; Kohling et al. 2013, S. 250-253;
Speckmann et al. 2015, S. 60-70; Speckmann et al. 2011, S. 17-31).

Bei den spannungsempfindlichen Farbstoffen (Voltage Sensitive Dyes VSD)
hingegen erfolgt ein direktes, simultanes Messen der Membranpotentiale. Diese
Methode ist also aul3erst Erregungsort-spezifisch (Grundsatzliche Beschreibungen
zitiert nach Speckmann 2012 S. 162-182; Cohen and Salzberg 1978; Ebner and
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Chen 1985; Kohling et al. 2000, 2002; Straub et al. 2003; Grinvald and Hildesheim
2004; Petsche et al. 1978).

Die Wirkungsweise der VSD funktioniert wie folgt: Zunachst wird ein
spannungssensitiver Farbstoff in die Doppellipidmembran der Nervenzellen
eingebracht. Dann werden diese mit Licht einer farbstoffspezifischen Wellenlange
bestrahlt.  Korrespondierend zur Membranpotential-Anderung &ndert sich die
Fluoreszenz des Farbstoffs: Eine Depolarisation fuhrt zu einer Abnahme, eine
Hyperpolarisation zu einer Zunahme der Fluoreszenz. Mithilfe eines Mikroskops und
Fotodioden (,Belichtungsmesser) konnen diese Verdnderung und somit die
Membranpotentiale ortsspezifischer Neurone bestimmt werden. Beim VSD-Verfahren
erfolgt die zeitliche Auflésung in Millisekunden. (Speckmann 2012, Abbildung 6.6, S.
176, S. 175- S. 182; Grundsatzliche Beschreibungen zitiert nach Broicher und
Speckmann 2012; Cohen and Salzberg 1978; Ebner and Chen 1985; Koéhling et al.
2000, 2002; Straub et al. 2003; Grinvald and Hildesheim 2004, S. 162-182)

Durch die kurze Einleitung zu diesen beiden Techniken wird deutlich, dass sich, zur
Untersuchung der Fragestellung, die Methode der VSD besser eignet als die
Registrierung von Feldpotentialen. Da die VSD Membranpotenzialschwankungen
aufzeigen, erlauben sie die Registrierung exakter ortsgerechter Nervenzellerregung.
Eine Fluoreszenzausbreitung in unterschiedliche Areale ist also ein Beweis flr
neuronale Aktivitat in genau diesen Bereichen. Somit ist eine maogliche laterale
Erregungsausbreitung innerhalb von Millisekunden feststellbar. Im Gegensatz dazu
stellen Feldpotential-Ableitungen die elektrische Summation unendlich vieler
Nervenzellen raumuibergreifend dar. Sie liefern weder einen genauen Aufschluss
Uber den Ort der Entstehung des elektrischen Potentials, noch liefern sie mit
Sicherheit einen richtigen  Messwert: Kommt es versehentlich  zur
Elektrodenplatzierung direkt iber dem extrazellularen Widerstand, ist das elektrische
Potenzial gleich null, obwohl Feldpotentiale elektrisch erregter Nervenzellen
theoretisch da sind (Speckmann 2012, S. 162-182).

Zusammenfassend besteht das Ziel dieser Untersuchung darin, die
Erregungsausbreitung spezifischer sensorischer Afferenzen in der Hirnrinde direkt

und lokal zu untersuchen. Die Reizung erfolgt unmittelbar am Eingang zur Hirnrinde.
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Dadurch ist gewahrleistet, dass ein Groldteil der Afferenzen des unspezifischen

Systems ausgeklammert bleibt.



2. Material und Methoden

Im Folgenden werden Material und Methodik der Experimente erlautert.

2.1 Versuchstiere

Fur die Untersuchungen wurden Gehirnschnitte von mannlichen und weiblichen
Ratten vom Typ ,Wistar Unilever® verwendet (Firma Envigo, Horst, Limburg, NL). Die
Tiere sind ausgewachsen und haben ein Durchschnittsgewicht von 300-400g.

Die Genehmigung der Bezirksregierung Miunster, fir die tierexperimentellen
Versuche, liegt vor (AZ: 84-02.05.20.13.027, Kopie siehe 9.).

2.2 Narkose und Dekapitation

Um das zu untersuchende Hirn-Gewebe zu erhalten und die Vitalitat fur die Versuche
zu sichern, bedarf es einer strikten, zeitlich genau getakteten Schrittabfolge:
Zunachst muss das Tier narkotisiert werden, damit das Gehirn enthommen werden
kann. Dies geschieht im Narkosegefal3 (Abb. 2.1), befindlich im Digestorium (Abb.
2.2), mittels Isofluran (AbbVie Deutschland GmbH & Co.KG, Ludwigshafen). In das
Narkosegefal? werden 5-10 Tropfen (20 Tropfen = 1 ml) Isofluran getraufelt, die Ratte
anschlieBend dberfihrt und das Gefal3 mit einem Kolben luftdicht verschlossen.
Nach ein paar Minuten im Narkosegefal3, wird der Narkosestatus Uberpruft. Das Tier
sollte ruhig auf der Seite liegen, sich nicht mehr bewegen und auf Beriihrung mit der
Pinzette keine Reaktion zeigen. Erst wenn das Tier tief narkotisiert ist, kann es

versetzt werden in das Dekapitationsgerat.



Abb. 2.1 Narkosegefal’ im Digestorium Abb. 2.2 Narkosegefal} vergrofiert
(Institut far Physiologie |, Minster 2017) (Institut far Physiologie |, Minster 2017)

In tiefer Narkose erfolgt die Dekapitation: das Tier wird so ausgerichtet, dass der
Ubergang Kopf/Hals zum Rumpf unter der Schneide liegt. Durch ein schnelles,
kraftiges, Herunterdricken des Schneidemessers wird der Kopf der Ratte vom
restlichen Korper abgetrennt und im Anschluss auf eine Eisplatte gelegt. Mit Hilfe
eines Skalpells wird das Kopffell durch einen Median-Sagittalschnitt geschlitzt und
die darunter liegende Schadeldecke aufgebrochen. Unter Spllung mit ACSF
(artificial cerebrospinal fluid, Yamamoto I-Versuchslésung, Tab. 2.1), wird das Gehirn

von Calvaria und Hirnhauten frei-prapariert und kann dem Kopf entnommen werden.
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2.3 Praparation des Gehirns

Im néchsten Schritt wird das Gehirn so prapariert, dass die, fur die Versuche
relevanten, Hirnstrukturen dargestellt sind. Auf einer gekuhlten, mit ACSF
(Yamamoto-I-Losung) beschichteten, Glasplatte werden die Bulbi olfactorii und das
Cerebellum mittels eines Skalpells entfernt. AnschlieBend wird das Gehirn durch
einen Median-Sagittalschnitt geteilt in linke und rechte Hemisphére (Abb. 2.4). Durch
die Kihlung bleibt das Gewebe formstabil und gut schneidbar. Gleichzeitig wird
durch die Kihlung der Hirnstoffwechsel reduziert. Abb. 2.3 zeigt schematisch das

Gehirn der Ratte, Abb. 2.4 die oben beschriebene Trennprozedur.

Bulbus
olfactorius

Cerebrum

Corpus pineale
Colliculus posterior

Cerebellum

Paraflocculus
Vermis

Pyramis

Sulcus medianus
dorsalis

Nervi spinales
C1,C2

Abb. 2.3 Gehirn Ratte von dorsal. C1, C2: Zervikalsegment 1 und 2 (Zeman and
Innes, 1963, S. 22).
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Abb. 2.4 a) Gehirn nach Entfernen des Riechhirns und Kleinhirns; b) linke und rechte
Hemisphare (modifiziert nach Zeman and Innes,1963, S. 22).

2.4 Herstellung der Hirnschnitte:

Im Kontext der Fragestellung dieser Arbeit ist es wichtig, die Regionen festzulegen,
aus denen die Frontalschnitte gewonnen werden sollen. Dazu dienen die folgenden
schematischen Abbildungen der rechten Rattenhirn-Hemisphare. Die linke
Hemisphare verhalt sich weitestgehend analog. Die Abbildungen (Abb. 2.5a-l)
zeigen, wie der primar-somatosensorische Kortex und die angrenzenden
motorischen und sekundar-somatosensorischen Kortizes topographisch gegliedert

sind:

12



Abb. 2.5 Ubersicht tiber die funktionellen Hirnrindenareale bei der Ratte. Die
verwendeten Daten: Paxinos, G. and Watson, C. 1998, London, UK, 1998, unter
Hinzuziehung von: Tracey 2004, S. 797-807 und Zeman and Innes 1963.

Abb. 2.5a Zusammenfassung aller motorischen und sensorischen Rindenfelder;
dorsale Ansicht.

® M2 sekundarer motorischer  Kortex  (secondary motor  cortex) M2
BM1 primarer motorischer Kortex (primary motor cortex) M1

A S1) priméarer somatosensorischer Kortex, Kiefer (primary somatosensory cortex,
jaw region) S1J

<S1J0 primarer somatosensorischer Kortex, Kinn und seitlicher Kopf (primary
somatosensory cortex, jaw region, oral surface) S1JO

¥ S1FZ primarer somatosensorischer Kortex, Vorderpfoten (primary somatosensory
cortex, forelimb region) S1FL

) §1DZ primarer ~ somatosensorischer  Kortex, agranulare  Zone  (primary
somatosensory cortex, dysgranular region) S1DZ
+S1ULP primarer somatosensorischer Kortex, Oberlippe (primary somatosensory
cortex, upper lip region)S1ULP
-S1HLprimarer somatosensorischer Kortex, Hinterpfoten (primary somatosensory
cortex, hindlimb region) S1HL

S1BF primarer somatosensorischer Kortex, Vibrissen (primary somatosensory

cortex, barrel field) S1BF

¢ S1Tr primarer somatosensorischer Kortex, Rumpf (primary somatosensory cortex,
trunk region) S1Tr

S2 sekundarer somatosensorischer Kortex (secondary somatosensory cortex)S2

X-Achse = Abstand zur Sutura sagittalis in mm (O mm — 10 mm)

Y-Achse = Abstand zu Bregma in mm (-0,5 mm bis +0,5 mm)

Bregma= Schnittpunkt Sutura coronalis und Sutura sagittalis
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Abb. 2.5a Zusammenfassung aller motorischen und sensorischen Rindenfelder;
dorsale Ansicht.
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Abb. 2.5b-l Detaillierte Darstellung der einzelnen Rindenfelder von frontomedial
nach dorsolateral.

= mediale Begrenzung des entsprechenden Areals

<+ laterale Begrenzung des entsprechenden Areals

laterale Begrenzung des Gehirns

Abb. 2.5b sekundarer motorischer Kortex (secondary motor cortex) M2
Abb. 2.5c primarer motorischer Kortex (primary motor cortex) M1
Abb. 2.5d primarer somatosensorischer Kortex, Kiefer (primary somatosensory
cortex, jaw region) S1J
Abb. 2.5e primarer somatosensorischer Kortex, Kinn und seitlicher Kopf (primary
somatosensory cortex, jaw region, oral surface) S1JO
Abb. 2.5f primarer somatosensorischer Kortex, Vorderpfoten (primary
somatosensory cortex, forelimb region) S1FL
Abb. 2.5g primarer somatosensorischer Kortex, agranulare Zone (primary
somatosensory cortex, dysgranular region) S1DZ
Abb. 2.5h primarer somatosensorischer Kortex, Oberlippe (primary somatosensory
cortex, upper lip region) S1ULP
Abb. 2.5i primarer somatosensorischer Kortex, Hinterpfoten (primary somatosensory
cortex, hindlimb region) S1HL
Abb. 2.5] primarer somatosensorischer Kortex, Vibrissen (primary somatosensory
cortex, barrel field) S1BF
Abb. 2.5k primarer somatosensorischer Kortex, Rumpf (primary somatosensory
cortex, trunk region) S1Tr
Abb. 2.5l. sekundarer somatosensorischer Kortex (secondary somatosensory cortex)
S2
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Abb. 2.5b Sekundarer motorischer Kortex (secondary motor cortex) M2
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Abb. 2.5¢ Primarer motorischer Kortex (primary motor cortex) M1
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Abb. 2.5d Primarer somatosensorischer Kortex, Kiefer (primary somatosensory

cortex, jaw region) S1J
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Abb. 2.5e Primarer somatosensorischer Kortex, Kinn und seitlicher Kopf (primary

somatosensory cortex, jaw region, oral surface) S1JO
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Abb. 2.5f Primarer somatosensorischer Kortex, Vorderpfoten (primary somato-
sensory cortex, forelimb region) S1FL
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Abb. 2.5g Primarer somatosensorischer Kortex, agranulare Zone (primary
somatosensory cortex, dysgranular region) S1DZ
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Abb. 2.5h Primarer somatosensorischer Kortex, Oberlippe (primary somatosensory

cortex, upper lip region) S1IULP

22



Abb. 2.5i Primérer somatosensorischer Kortex, Hinterpfoten (primary somatosensory
cortex, hindlimb region) S1HL
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Abb. 2.5] Primarer somatosensorischer Kortex, Vibrissen (primary
somatosensonsory cortex, barrel field) S1BF
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Abb. 2.5k Primarer somatosensorischer Kortex, Rumpf (primary somatosensory

cortex, trunk region) S1Tr
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Abb. 2.5 Sekundarer somatosensorischer Kortex (secondary somatosensory cortex)

S2
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Mit Hilfe der obigen Abbildungen ist es moglich, die zu reizende Region des
verwendeten Hirnschnitts auszuwahlen. In Anbetracht der Fragestellung sind
diejenigen primar- somatosensorischen Bereiche interessant, welche nach medial
oder lateral an sekundar-somatosensorische oder motorische Areale grenzen. Nur so
lasst sich feststellen, ob sich neuronale Erregung Uber primar-somatosensorische
Rindenareale ausdehnt und somit auch in benachbarten Arealen zeitgleich
stattfindet, oder aber in den primar-somatosensorischen Arealen bleibt. Zwei
Regionen sind, aufgrund ihrer grof3en sensorischen Rindenfelder und gunstigen
,2nachbarschaftlichen“ Beziehungen, besonders gut geeignet: Abb. 2.6 markiert
jeweils, Uber die roten Querlinien a und b, die Schnittebene dieser ausgewahlten

Regionen und den entsprechenden Frontalschnitt (Abb. 2.7) auf gleicher Hohe.
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Abb. 2.6 Hinrindenbereich, aus dem die Schnitte gewonnen werden. Die rote Linie a
liegt bei Bregma 0.20 mm, die rote Linie b bei Bregma -0.92 mm. Symbole wie in
Legende zu Abb. 2.5a beschrieben.
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Figure 17 Figure 22
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Bregma 0.20 mm Bregma -0.92 mm

Abb. 2.7 Horizontalschnitte aus Paxinos und Watson 1998, S. 22, entsprechend der
Schnittebene a (2.7a) und b (2.7b) in Abb. 2.6

Betrachtet man die obigen beiden Frontalschnitte, wird deutlich, warum sich genau
diese Regionen flur die Fragestellung eignen: In Abb. 2.7a ist das primar-
somatosensorische Areal (S1FL, S1DZ, S1ULP) zum einen flachenmafig sehr
ausgedehnt, sodass sich die Reizelektrode gut platzieren lasst, zum anderen grenzt
es nach medial an den primar-motorischen Kortex und nach lateral an den sekundar-
somatosensorischen Kortex. Es ist also beidseitig von nicht-primarsensorischen
Arealen umgeben. Hier wirde sich als Ausgangspunkt der Reizung, zum Beispiel,
das breite priméar-somatosensorische Areal fur die Vorderpfoten (S1FL) anbieten, da
es nach medial direkt an den motorischen Kortex grenzt und eine laterale
Erregungsausbreitung somit gut festzustellen ist. Gleiches qilt fir die Abb. 2.7b: Als
Reizausgangspunkt ist der flachenmaRig grof3e Barrel-Kortex (S1BF) gut geeignet,
welcher nach lateral direkt an den sekundar-somatosensorischen Kortex grenzt. Eine
maogliche Erregungsausbreitung Uber den Barrel-Kortex hinaus lasst sich hier ebenso

gut reproduzieren.

Nach der Auswahl der Schnittebene, wird die Herstellung der Frontalschnitte im

Folgenden beschrieben. Zur Anfertigung von 500 pm dinnen Hirnschnitten fur die
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Versuchskammer, wird das Gehirn im Slice-Gerat (Mcllwain Tissue Chopper, The
Mickle Laboratory Engineering Co. LTD) mit etwas Kleber auf dem Positionsblock
fixiert. Wichtig ist, dass es, zur Vitalerhaltung, standig von Inkubationslésung
umgeben ist. In regelmalligen Abstanden fahrt die Schneidemaschine mit ihrem
Schneidemesser vor und zuriick und fertigt Schnitte in der entsprechenden
Schichtdicke an, vergleichbar mit einer Brot-Schneidemaschine. Abb. 2.8 zeigt das

Slice-Gerat und den Slice-Vorgang.

Positionsblock  Schneidemesser Hirngewebe

Abb. 2.8 a) Slice-Gerat mit Schneidemesser und Positionsblock, umspiilt von
Inkubationslosung; b) Slice-Vorgang: Schneidemesser fertigt Hirnschnitte in
gleichmafigen Schichtdicken (0.5 um) an (personliche Mitteilungen: Prof. Dr. Erwin-
Josef Speckmann, Institut fir Physiologie I, Minster 2017).

2.5 Aufbewahrung der Hirnschnitte und physiologische Losungen

Verwendbare Schnitte, in denen der sensorische Neokortex gut dargestellt ist und
das Gewebe nicht verletzt oder angerissen ist, ruhen fir 30 min in einer, auf 32 Grad
Celsius temperierten, Carbogen- Begasungskammer (YI-LOosung, Begasungs-
kammer: Abb. 2.9). Dies ist notig, da die Nervenzellen, durch die Praparation
,2gestresst® wurden und eine Zeit lang physiologische Verhaltnisse zur ,Erholung®
benttigen. Erfahrungen zeigen, dass die Reaktionsgeschwindigkeit im neuronalen
Gewebe, in Bezug zu dem dafir benétigten Sauerstoff, bei einer Temperatur von 32
Grad Celsius am besten funktioniert. Bei héheren Temperaturen, wie zum Beispiel
37 Grad, wére die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich héher und es wirde mehr

Sauerstoff pro Zeit benétigt. Da der Hamoglobinspeicher des Bluts in dieser
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kinstlichen O2-Begasung wegfallt, wirde nicht genug Sauerstoff pro Zeit verfigbar
sein und die Zellen absterben (persdnliche Mitteilungen: Prof. Dr. E.-J. Speckmann,
Institut fur Physiologie |, Munster 2017). Die physiologischen Lésungen (Tab. 2.1)
entsprechen (bis auf wenige, fur den Vitalitatserhalt der Zellen aber
vernachlassigbare Modifikationen im Versuchsprotokoll) dem Liquor cerebrospinalis,
also der extrazellularen FlUssigkeits-Zusammensetzung im Gehirn. Die Lésungen
wurden Uber Jahrzehnte von Yamamoto ausgearbeitet und werden heutzutage
weltweit in neurophysiologischer Hirnforschung verwendet.

Nacl ( KCl NaH2Po4 MgSo4 NaHCO03 CaCl2 Glucose
mmol/l) (mmol/1) (mmol/l) (mmol/1) (mmol/1) (mmol/l) (mmol/l)
1,24

Yamamoto |
(Prainkubation)

2  Yamamoto Il 124 4 1,24 1,3 26 2 10
(ACSF-Lo6sung,
Inkubation)

3 Magnesiumfreie 124 4 1,24 - 26 2 10
Inkubationslésung

Tab. 2.1 Ubersicht iber die im Versuch verwendeten Losungen in zeitlicher
Abfolge und molarer Zusammensetzung (Yamamoto, 1972).

Abb. 2.9 Begasungskammer
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2.6 Farben der Schnitte

Nach 60 Minuten werden die Schnitte in die Farbekammer umgesetzt und dort 60
min eingefarbt, mit einem Gemisch aus 999 ul Inkubationslésung und 125 pl eines
photosensitiven Styrylgruppenderivats (RH 795, Molecular Probes, Invitrogen,
Carlsbad), das als Fluoreszenzfarbstoff fungiert. Wahrend dieser 60 Minuten sind
eine Temperatur von 30 Grad Celsius sowie eine durchgangige Begasung mit
Carbogen, zur Sauerstoffversorgung und pH-Aufrechterhaltung, gewéhrleistet. Durch
leichte Vibration des Bades wird die Flussigkeit gleichm&Rig mit Farbstoff und
Carbogen durchsetzt. Die Farbekammer ist eine lichtdichte Kammer, um einem
Ausbleichen des Farbstoffs und der Nervenzellschadigung, durch freigesetzte
Sauerstoffradikale, entgegenzuwirken. Anschlie3end werden die gefarbten Schnitte
wieder in die, auf 30 Grad Celsius temperierte, Carbogen-Begasungskammer
Uberfahrt und der nicht-membrangebundene Farbstoff ausgewaschen. Abb. 2.10

zeigt die Farbekammer.

Carbogen-
Farbekammer Begasungskammer

Abb. 2.10 Gedffneter, lichtdichter Wandschrank: Sicht auf
Farbekammer und Carbogen-Begasungskammer, Schlduche
fur konstante Carbogen-Begasung (Institut fir Physiologie I,
Munster 2017)
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Nach Auswaschen des nicht-gebundenen Farbstoffs wird der Schnitt, mit Hilfe eines
Rotmarderhaar-Pinsels, unter ein Lichtmikroskop positioniert und nochmals zurecht
geschnitten: Das Zwischenhirn, in welchem, unter anderem, der Thalamus lokalisiert
ist, wird von der Hirnrinde abgetrennt, um im Versuch eine Umleitung der Erregung
Uber die Thalamuskerne (,Ruckkopplungsweg®) ausschlieen zu kénnen. Nach der
Trennprozedur wird das Rinden-Praparat in die Versuchskammer (Abb. 2.11)
eingelegt. Ein Pumpensystem gewahrleistet die Bespulung des Gewebes mit
Inkubationslosung. Wahrenddessen erfolgen die Elektrodenplatzierung im Schnitt

und eine Anfertigung digitaler Fotografien des Versuchsaufbaus.
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2.7 Optischer Platz mit Versuchskammer

Positions-Mikroskop

Kamera

1“"‘""3-‘“';*“““::’1:':‘/ pH-Elektrode
FP1 FP2 P
g ey ST |- ==
SN AR e 1 dung

¢ FL-Mikroskop |
i R . .-'. _;':.i'_

Abb. 2.11 Schematischer Aufbau der Versuchskammer; mit ihr ist es madglich,
bioelektrische Aktivitat in lebenden Hirnschnitten mit Hilfe elektrophysiologischer,
konventioneller Methoden (Feldpotentialen) und anhand von spannungssensitiven
Farbstoffen zu registrieren (Quelle: optischer Platz, Institut Physiologie |, Minster,
2017). FL-Mikroskop: Fluoreszenz-Mikroskop; ST: Gabelformige
Stimulationselektrode; FP1 und FP2: Elektroden zur Ableitung der Feldpotentiale
RE: Referenzelektrode; pH-Elektrode zur kontinuierlichen Messung des pH-Wertes;
ACSF: Artificial-Cerebro-Spinal-Fluid; kiinstliche, cerebrale Extrazellularflissigkeit

Als Versuchskammer dient ein flaches breites Becken mit zwei Offnungen, eine fir
den Zufluss, eine fiir den Abfluss. Die Zufluss-Offnung ist an eine extern gelegene
Pumpanlage gekoppelt. Diese sorgt fur eine ausreichende Uberspulung des
Hirnschnittes mit den Versuchslésungen. Das Volumen des Flissigkeitsstromes wird

Uber ein, an die Pumpanlage angeschlossenes, Dosiersystem kontrolliert und
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konstant gehalten. Um eine ausreichende N&ahrstoffversorgung des Hirngewebes zu
gewabhrleisten, ist die Durchlaufgeschwindigkeit auf 0.9-1 ml Flussigkeit pro Minute
einzustellen. Die Abflussoffnung ist wiederum selbst an ein Saugsystem
angeschlossen, welches dafur sorgt, die in der Versuchskammer befindliche,
kinstliche Cerebrospinalflissigkeit, ab einem gewissen Flussigkeitspegel, abflieen
zu lassen. Zum Gelingen des Versuches sind ein durchgangiger
Flissigkeitsaustausch und ein, plan auf dem Becken-Boden liegendes,
Schnittpraparat erforderlich, da es sonst zu Verwirbelungen durch das FlieBen der
Flissigkeiten kdme. Die Versuchskammer, der in ihr befindliche Hirnschnitt und die
verwendete Flussigkeit, werden, nach wie vor, Uber eine Heizung auf 32 Grad
Celsius temperiert. Des Weiteren kontrolliert ein Thermofihler die richtige
Temperatur im Becken und die Nachregulation dieser. Die pH-Elektrode im
Versuchsbecken ist nétig, um den pH-Wert der verwendeten LoOsung auf
physiologische Werte von 7,35 und 7,5 zu Uberprifen. Eine Abweichung wird durch
Dosis-Erh6hung/-Verminderung der Carbogenbegasung eingestellt. Zudem ist eine
Erdung in der Versuchskammer angebracht.

Uber der Versuchskammer befindet sich ein Positions-Mikroskop (Carl Zeiss,
Gottingen), welches hilft, den Hirnschnitt zentral zu positionieren und die Elektroden
korrekt zu platzieren. Uber eine Digitalkamera (EOS D30, Canon, Krefeld) und die
damit kompatible Software (Remote Capture, Canon, Krefeld), erfolgen
anschlieRend digitale Ubersichtsaufnahmen zum Versuchsaufbau und zur Array-
Platzierung. Um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu verhindern, kompensiert eine
langere Belichtungszeit von 2 Sekunden die geringere Beleuchtungsintensitat.
(Quelle: E.-J. Speckmann 2017, Institut fir Physiologie I, Munster, personliche
Mitteilungen; Hufendieck, F. 2015, S. 3-7). Abb. 2.12 zeigt den oben beschriebenen,
sogenannten ,optischen Platz“: ein Gesamtsystem, zusammengesetzt aus
funktionellen Einzelsystemen, unter anderem der Versuchskammer, welches das
Registrieren von spannungssensitiven Farbstoffen in  Neuronen-Populationen
ermoglicht. Abb. 2.13 zeigt, als Ausschnitt des optischen Platzes, die
Elektrodenmanipulatoren in der Versuchskammer, und, ansatzweise, das Objektiv

des Fluoreszenz-Mikroskops.
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Dioden-Kammer Fluoreszenz-Mikroskop

Abb. 2.12 Optischer Platz; Detailgetreue Ablichtung von Versuchsbecken,
Elektroden, Kamera, Perfusionssystem, Fluoreszenz-Mikroskop, Positions-
Mikroskop (Quelle: Institut fur Physiologie I, Munster, 2017)

Elektrodenmanipulatoren

Abb. 2.13 Ausschnitt optischer Platz: Detailgetreue Ablichtung der vier
Elektrodenmanipulatoren um die Versuchskammer, unterhalb der
Versuchskammer ist das Objektiv des Fluoreszenz (FL) -Mikroskops zu
erkennen (Quelle: Institut fir Physiologie |, Minster, 2017).
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Wie sich der oben beschriebene, zeitliche Ablauf von ,Narkose bis Versuch® gliedert,

ist der Ubersicht halber noch einmal im folgenden Zeitstrahl (Abb. 2.14) schematisch

zusammengefasst:
1P P 12 Farben Auswaschen Test
N ) ) o
P | | | ety |
Yilyr oyl [y | | [ vn | | I

0O 3 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Abb. 2.14 Zeitliche Zusammenfassung der Arbeitsschritte von der Narkose bis zum
Versuch in Minuten (min). N= Narkose, D= Dekapitation, I11= Inkubation 1, P=
Praparation, 12= Inkubation 2, Pl= Prainkubation, YI= Yamamoto I-L6sung, YlI=
Yamamoto Il -Ldsung (siehe Tab. 2.1.)

2.8 Elektrophysiologische Technik zur Evokation und Registrierung von Feld-

potentialanderungen in Neuronenpopulationen

Das elektrophysiologische Verfahren im Versuch funktioniert wie folgt: Die Reizung
neuronaler Strukturen erfolgt durch elektrische Impulse, welche in einem, extern
gelegenen, Generator ausgelost und Uber eine Reizelektrode (gabelférmige
Stimulationselektrode ST, siehe Abb. 2.11) in das Hirngewebe weitergeleitet werden.
Jeder Reizzyklus besteht aus drei Einzelreizen, die Ergebnisse werden anschliel3end
durch eine Software (AxoScopelO, Axon Instruments, Inverurie, Aberdeenshire,
Schottland) zu einem Mittelwert verrechnet, um Stérfaktoren gering zu halten. Die
Reizdauer betragt stets 100 us, die in jeder Versuchsphase angewendeten
Stromstarken liegen bei 10 mA (100%) und 5 mA (50%), beginnend mit der grof3ten
Stromstéarke (zu berlcksichtigen ist, dass ein Kurzschluss des Reizstromes durch die
Badl6sung erfolgt). Die Reizelektrode wird mit Hilfe eines Mikromanipulators in das
Hirngewebe eingebracht (Abb. 2.11). In diesem Fall am afferenten Eingang zur
Hirnrinde des primar-sensorischen Kortex, genau da, wo die Afferenzen aus dem

Thalamus in den primar-sensorischen Kortex eintreten.
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Des Weiteren werden, zur Ableitung der durch die Reizung entstehenden
Feldpotentiale, zwei Glaselektroden benétigt (Abb. 2.11, FP1 und FP2). Diese
bestehen aus Filamentborosilikat-Glaskapillaren und wurden zuvor selbstgefertigt
mittels eines horizontalen Elektrodenziehgerats (DMZ-Universal Puller, Zeitz-
Instrumente, Muinchen). Hergestellt werden Glas-Elektroden mit einem
AuRendurchmesser von 1,5 mm sowie einem Innendurchmesser von 0,87 mm. Die
Spitzendurchmesser betragen zwischen 8 und 10 um. Die Glaselektroden werden
luftblasenfrei mit ACSF-LOosung geflllt und in den Hirnschnitt, mit Hilfe von
Mikromanipulatoren, in folgende Regionen platziert: FP1 in die supragranuldre
Schicht des primar-sensorischen Kortex und FP2 in die infragranulare Schicht
desselben. Die Ableitungselektroden haben Widerstande von 0,5 MQ bis 2 MQ, je
nach Spitzendurchmesser.

Eine weitere Elektrode im Versuchsaufbau ist die Referenzelektrode (siehe Abb.
2.11, RE). Sie ist luftblasenfrei mit Kaliumchlorid (ca. 3 Mol/l) gefllt und von der
Badl6ésung durch eine Fritte getrennt. Fritten finden Verwendung, da sie nur einen
Flissigkeits-Widerstand aufweisen, nicht aber einen elektrischen Widerstand und
somit elektrischen Strom gut leiten. Gegen die Referenzelektrode werden die
generierten Feldpotentiale abgeleitet. Dadurch, dass die beiden Ableitelektroden
FP1, FP2 und die Referenzelektrode mit einem Verstarker verbunden sind, ist ein
symmetrisches System vorhanden, sodass nur die von den Nervenzellen generierten
Potentiale verstarkt werden. Die Verstarkerkette zeigt im oberen Bereich eine

Grenzfrequenz von 1 kHZ, im unteren Bereich eine Grenzfrequenz von 0 Hz.

Die gemessenen Potentiale werden auf zwei Arten aufgezeichnet: Einmal tGber einen
horizontalen Direktschreiber (Rikadenki, Rikadenki Electronics GmbH, Freiburg im
Breisgau), welcher die Kurve der Potentialanderungen direkt aufzeichnet. Dieser
mechanische Schreiber hat eine obere Grenzfrequenz von 5 Hz. Zum anderen
werden die Potentiale durch das, oben genannte, speziell dafir entwickelte
Computerprogramm (AxoScope, Version 9.0.2.05, Axon Instruments, Foster City,
Kalifornien, USA) fir den gesamten Frequenzbereich auf die Festplatte des

Computers gespeichert.
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2.9 Optische Technik zur Registrierung von Membranpotentialdanderungen in

Neuronenpopulationen

Das Prinzip der optischen Technik beruht auf fluoreszierenden Farbstoffen, welche in
der Lage sind, Membranpotentialanderungen ortsgerecht, durch bildliches
,Leuchten, wieder zu geben. Sie liefern also eine Aussage uber den
Polarisationszustand aller Neurone innerhalb eines Nervenzellverbandes und sind
hochst ortsspezifisch. Um Membranpotentialanderungen aufzeigen zu kbnnen, muss
der Fluoreszenz-Farbstoff zunachst in die Membran der Nervenzellen eingelagert
werden. Das Einfarben der Hirnschnitte erfolgt mit dem Fluoreszenzfarbstoff RH 795
(Invitrogen, Life Technologies), einem Fluoreszenz-Farbstoff aus der Styrylgruppe
(Abb. 2.16), in der Farbekammer (Abb. 2.10). Der Farbstoff diffundiert in das
Gewebe, lagert sich in die Doppellipidmembran der Nervenzellen ein und emittiert in

diesem Zustand, nach Anregung, Licht. Abb. 2.15 zeigt schematisch das Verfahren:
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Abb. 2.15 Prinzip der Membranpotentialregistrierung mittels VSD: 1) Einlagerung der
Farbstoff-Molekdle in die neuronale Doppelmembran. 2) Eine Spannungsanderung
im neuronalen Gewebe fuhrt zur Lageanderung der Farbstoffmolekile innerhalb der
Membran. 3) Durch die Lageanderung kommt es zu einer Veranderung der
Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs bei Veranderung des
Polarisationszustandes der Nervenzellen: Eine Depolarisation (Erregungszunahme)
fuhrt zu einer Abnahme der Fluoreszenz, eine Hyperpolarisation
(Erregungsabnahme) zu einer Zunahme der Fluoreszenz. MP= Membranpotential,

depolarization= Depolarisation, hyperpolarization= Hyperpolarisation (Speckmann,
2012, S. 173-182).

(cus)zucuzéc%@— CHzCH-CH= ca—-@- N{(CH2)36H312

HOCH,CH, -OH
z(culcoo )

Abb. 2.16 Strukturformel des Fluoreszenz-Farbstoffs RH795: Organische
Kohlenstoffverbindung mit zwei aromatischen Benzolringen (personliche
Mitteilungen: Prof. Dr. E.-J. Speckmann, Institut fir Physiologie I, Minster 2017).
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Der Farbstoff RH795 wurde gewahlt, da er, im Vergleich zu anderen mdglichen
Fluoreszenzfarbstoffen, das beste Signal-Rausch Verhdaltnis bei geringer
Phototoxizitat und Ausbleichung hat (Prof. Dr. E.-J. Speckmann: personliche
Mitteilungen: Institut fur Physiologie |, Munster 2017). Da das Gehirn nicht tberall
dieselbe Struktur aufweist, verteilt sich der Farbstoff wahrend des Féarbeprozesses
ungleichmafdig. Zudem nimmt die Farbintensitat im Laufe der Versuchszeit aufgrund
eines Ausbleichens und Auswaschens des Farbstoffs ab. Losen kann man dieses
Problem, indem die Fluoreszenzsignale immer in Relation zur vorhandenen
Restlichtintensitat (Resting Light Intensity RLI) gewertet werden. Die erforderlichen
RLI-Werte missen, wahrend des Versuchs, in regelmaRigen Abstanden gemessen
werden. Ist der Fluoreszenzfarbstoff in der Farbekammer in die Membran diffundiert,
kann die Fluoreszenz, also die elektrische Aktivitat der Neuronenmembranen, am
optischen Platz registriert werden. Abb. 2.17 illustriert das Prinzip der

Fluoreszenzregistrierung:

optical imaging

pial surface
cerebral n:urte:-:
i white matter
Bandpassfilter\ E j

excitation;! |

| Dichromatischer Teilerspiegel
_y CE3EE 'i:@ 0/4/

"
Xenon-Bogenlampe

gmission E‘| |:E
<— Sperrfilter

diode array | |

Abb. 2.17 Schematische Darstellung der optischen Fluoreszenzregistrierung
(personliche Mitteilungen: Prof. Dr. E.-J. Speckmann, Institut fir Physiologie I,
Minster 2017).
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Der Fluoreszenzfarbstoff wird tber eine Xenon-Kurzbogenlampe (XBO 75W Osram,
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) angeregt. Sie strahlt Licht in nahezu gleicher
Intensitat in allen Wellenlangen aus. Auf den Hirnschnitt wird letztlich nur das Licht
derjenigen Wellenlange projiziert, welches fir die Fluoreszenzanregung bendétigt
wird. Dazu durchlauft das emittierte Licht der Xenon-Bogenlampe mehrere Lichtfilter,
welche die Wellenlangen auf genau diese ,fluoreszenz-aktiven“ Spektren
konzentrieren: Als Erstes passiert das Licht einen Bandpassfilter, welcher nur Licht
der Wellenlangen tber 580 nm und Wellenldngen zwischen 536 nm und 556 nm
(gran) durchlasst. Die konzentrierten Lichtwellenlangen treffen, als Zweites, auf einen
dichromatischen Teilerspiegel (Abb. 2.17), welcher nur durchlassig fir Wellenlangen
Uber 580 nm ist. Alle Wellenlangen unter 580 nm, also diejenigen, die das
Fluoreszenzmolekul im Fluoreszenzfarbstoff optimal anregen, werden vom
Teilerspiegel vollstandig reflektiert und rechtwinklig auf den, in der Versuchskammer
befindlichen, Schnitt geleitet. Die Farbstoffmolekile werden zur Fluoreszenz
angeregt, das heil3t, sie gehen in den ,erregten® Zustand Uber und emittieren
wahrend des Ruckfalls in ihren vorherigen, ,unerregten® Zustand Energie in Form
von fluoreszierenden Lichtwellen. Wiederum passieren diese Lichtwellen einen
Sperrfilter (Abb. 2.17), bevor sie auf ein hexagonales, aus 464 Fotodioden
bestehendes Diodenarray geleitet werden. Gekennzeichnet werden die
Fotodiodenarrays durch rote Lichtpunkte, die die Mitte und die Seiten des Hexagons

markieren und zur Positionierung im Schnittpréparat wesentlich sind.

In der Abb. 2.18 werden die einzelnen Sperrfilter und ihre zugehoérigen Wellenlangen
nochmals farbig illustriert: Der Bandpassfilter selektiert zunachst in ,grines” und
,rotes” Licht. Der folgende, dichromatische Teilerspiegel ist nur durchlassig fur Licht
roter Wellenlange und somit wird das Licht griiner Wellenlange reflektiert und in den
Hirnschnitt umgelenkt. Aus dem Hirnschnitt tritt es senkrecht aus und rotes und
grunes Licht treffen gemeinsam auf die letzte ,Sperrstation®, den Sperrfilter. Dieser
ist nicht durchlassig fir Licht unter 580 nm, sodass letztlich ausschliel3lich ,rotes”

Licht in das Foto-Diodenarray eintritt.
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Abb. 2.18 Weg des Lichtstrahls ausgehend von der Xenon-Bogen-Lampe bis in das
Diodenarray und Konzentrierung der Licht-Wellenlangen durch den Weg durch
einzelne, selektive Sperrfilter (personliche Mitteilungen: Prof. Dr. E.-J. Speckmann,
Institut fir Physiologie |, Minster 2017).

Eine Fluoreszenz-Abnahme verlauft direkt proportional zum Betrag der Veranderung
im Membranpotential und zeigt somit den genauen Depolarisationszustand der
betrachteten Zellen (Broicher und Speckmann, 2012). Wenn der Graph bildlich nach
unten abweicht (Abb. 2.15) nehmen das Membranpotential und die Fluoreszenz zu.
Umgekehrt nimmt die Fluoreszenz ab, wenn das Potential abnimmt und der Graph
nach oben abweicht (Abb. 2.15). Der Fluoreszenzabfall und die Depolarisation der
Membran korrelieren also: Eine veranderte Lichtemission l&sst auf eine momentane
Veranderung des Membranpotentials unterschiedlicher Zellen im Neuronen-Verband
schliel3en (Hufendieck, 2015, S. 10-15).
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2.10 Versuchsanordnung:

Ziel der Untersuchung ist die Registrierung einer mdglichen lateralen
Erregungsausbreitung in nicht-primar-sensorische Hirnrindenareale. In jeder
Versuchsreihe wird die neuronale Aktivitat Uber die generierten Feldpotentiale und
die optischen Signale der Nervenzellen registriert. Dafir werden die benétigten
Elektroden wie folgt im Hirnschnitt angeordnet: Die Feldpotentialelektrode 1 (FP1)
wird in die supragranuléare Schicht des priméar-sensorischen Cortex (S1-Cortex), die
Feldpotentialelektrode 2 (FP2) in die infragranulare Schicht des S1-Cortex
positioniert. Das Platzieren der Stimulationselektrode erfolgt unmittelbar am Eingang
zur primar-sensorischen Hirnrinde (Abb. 2.19). Diese Elektroden veré&ndern ihre
Position wahrend des Versuches nicht.

[} i 2 3 4 5 6 7

Figure 22

FP1

[
|
b dghmn
Lo EMroL gy,
schy )

Bregma -0.92 mm
0 1 2 3 4 5 6 7

Abb. 2.19 Schematische Darstellung der Elektrodenplatzierung im Hirnschnitt
(Coronalschnitt bei Bregma - 0.92 mm, aus Paxinos und Watson 1998, Figure 22),
FP1, FP2: Elektroden zur Ableitung der Feldpotentiale in der supragranuléaren (FP1)
und infragranularen (FP2) Schicht des S1-Cortex. ST= Stimulationselektrode,
platziert am Eingang zur sensorischen Hirnrinde (Areal S1: S1BF).
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Die Feldpotential-Registrierung erfolgt tUber die beiden Ableitelektroden FP1 und
FP2. Um die Fluoreszenz, also die relative Membranpotential-Anderung der
stimulierten Neuronen, zu registrieren, bedarf es zudem eines Systems, welches
optische Signale aufnehmen kann. Dies geschieht Uber ein Fotodiodenarray: 464

Einzeldioden, hexagonal ausgerichtet (Abb. 2.20).

Abb. 2.20 Schematische Darstellung des Fotodioden-Hexagons, bestehend aus 464
Einzeldioden. Die Kennzeichnung der Position dieses Dioden-Arrays im
Versuchsaufbau erfolgt durch rote Lichtpunkte, die die Seiten des Hexagons
markieren (personliche Mitteilungen: Prof. Dr. E.-J. Speckmann, Institut fur
Physiologie I, Minster 2017)

Es werden definierte Positionen im Hirnschnitt festgelegt, die das Dioden- Array, zur
Registrierung der Fluoreszenz, computergesteuert anfahrt. Abb. 2.21 zeigt die
Abfolge diese Positionsreihenfolge innerhalb einer Versuchsreihe. In Position 0 und 3
der Abb. 2.21 befindet sich das Array jeweils unter den Feldpotential-Elektroden FP1
und FP2, vgl. Abb. 2.19. Uberall, wo das Dioden- Array positioniert ist, werden die
Neuronen, bzw. der spannungssensitive Farbstoff in der Neuronenmembran,
belichtet und so Erregung sichtbar gemacht. Da das Dioden- Array auch lateral
angrenzende Rindenareale ansteuert (z.B. Position 1 und 2, Areal S2; Position 4,
Areal M1; Abb. 2.21), ist eine mdgliche laterale Erregungsausbreitung, ausgehend

von der Stimulationselektrode, feststellbar.
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Figure 22

Abb. 2.21 Ausschnitt Coronalschnitt Neokortex Ratte (Bregma - 0.92 mm). Die
nummerierten, blauen Hexagone stehen schematisch fur das Fotodiodenarray. Sie
markieren, in aufsteigender Ziffern-Reihenfolge, die wechselnde Position des Arrays
innerhalb einer Versuchsreihe. Die roten Striche markieren den Ubergang vom
primar-sensorischen Kortex (S1) zum primar-motorischen Kortex (M1) und den
Ubergang von S1 zum sekundar-sensorischen Kortex (S2) (modifiziert aus Paxinos
and Watson, 1998, Figure 22).

Je Versuch variiert die Zuordnung der Position zu den entsprechenden Hinrarealen
geringfugig. Je nach coronaler Schnitthdhe des nach dem Slice-Vorgang
ausgewahlten Hirnschnitts sind, vor allem die somatosensorischen Rindenfelder,

verschieden ausgedehnt, vergleiche Abb. 2.5.

Die Flache des Hirngewebes, die vom Array erfasst wird und dementsprechend der
Belichtung ausgesetzt wird, hangt von der Vergrol3erung des Mikroskop-Objektivs
ab. In diesem Fall wird das Objektiv mit 20- facher Vergro3erung verwendet, welches
einer aufgenommenen Flache von 0,464 mm?2 entspricht. Jede Belichtungsphase

umfasst 3 Einzelbelichtungen, die jeweils ca. 1300 ms andauern. Als Ergebnis wird
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aus diesen 3 Belichtungen der Mittelwert gebildet. Bei jeder Belichtung des
Fluoreszenzfarbstoffes entstehen toxische Radikale, die das Hirngewebe schadigen.
Daher wird, bei gleicher Dioden-Array-Position, zum Schutz des Hirnschnitts
zwischen den Belichtungsphasen jeweils 5 Minuten gewartet.

Alle Ergebnisse des Versuchs kénnen mit der Auswertungssoftware Neuroplex (Red
Shirt Imaging, LLC, Fairfield, Connecticut, USA) berechnet und fir jede Einzeldiode
graphisch dargestellt werden. Es ergeben sich, analog zur Anzahl der Einzeldioden,

464 Einzelkurven als Funktion der Zeit.
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2.11 Versuchsprotokoll

eHirnschnitt: YIlI-Lésung (Tab. 2.1.) \

eReiz-Stromstarke 100%: Dioden- Array- Position 0- 4, je Position 3X
Belichten mit 1 s Abstand (zur Mittelwertsbildung)

eReiz-Stromstarke 50%: Dioden-Array- Position O - 4, je Position 3X
Belichten mit 1 s Abstand (zur Mittelwertsbildung)

eDauer der Testperioden: ca. 60 min )

eFortsetzung der Testperiode in magnesiumfreier- Lésung (Tab. 2.1.)

*Reiz- Stromstarke 100%: Dioden- Array- Position 0-4, je Position 3X
Belichten mit 1 s Abstand (zur Mittelwertsbildung)

*Reiz- Stromstarke 50%: Dioden- Array- Position 0-4, je Position 3X
Belichten mit 1 s Abstand (zur Mittelwertsbildung)

eDauer der Testperioden: ca. 60 min

Abb. 2.22 Schematische Darstellung der Versuchsgliederung. Fir die Nummerierung
der Dioden- Arrays siehe Abb. 2.21.

Anhand der Abb. 2.22 lasst sich der prinzipielle Versuchsablauf, exemplarisch fur
einen Hirnschnitt, erklaren. In der Yll-Phase des Versuchs wird der Hirnschnitt in der
Versuchskammer von YlI-Lésung umsplilt. Das Dioden- Array befindet sich zunachst
in Position O (Abb. 2.21.): Die Nerven werden gereizt mit einer Stromstérke von 10
mA (100% Stromstarke) und das Dioden- Array in dieser Position 3 mal belichtet mit
ca. 1 s zeitlichem Intervall. Dann wird, Computer-gesteuert, Position 1 angefahren
und der Vorgang wiederholt. Nachdem das Dioden- Array alle Positionen abgefahren
hat, kehrt es zurtick zu Position 0. Dort beginnt dieser Ablauf erneut, jedoch mit 5
mA, also nur noch 50% der anfanglichen Reizstromstarke.

Wieder an Position 0 angekommen, werden die Losungen getauscht. Uber das
Perfusionssystem gelangt jetzt, statt YIl-Losung, magnesiumfreie Losung Uber den
Zufluss in die Versuchskammer und umspult den Hirnschnitt. Es wird 30 min

gewartet, bevor die Belichtung fur die Position 0, erneut mit 100% Reiz- Stromstarke,
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beginnt. Diese Pause ist wichtig, damit sich in der Versuchskammer ausschlie3lich
magnesiumfreie Losung befindet und die YII- Losung, welche Uber den Abfluss der
Versuchskammer ablauft, vollstdandig ersetzt wird und der Schnitt mit
magnesiumfreier Losung durchdrungen wird. Es folgen Positionen 1 bis 4 des
Dioden- Array, analog zur vorausgegangenen Testphase mit YlI- Loésung. Danach
wird dasselbe mit 50% Reiz- Stromstarke durchgefuhrt. Die, fur die
Erregungsweiterleitung relevanten, neuronalen Rezeptoren des sensorischen Areals
sind die Glutamat-Rezeptoren. Bei einem geringen Erregungsniveau besteht im
lonenkanal des Glutamat-Rezeptors vom NMDA-Typ eine Blockierung durch ein
Magnesium-lon. Im Versuch mit der magnesiumfreien Lésung bedingt der
Magnesium-Entzug durch eine Freigabe des NMDA- Rezeptors eine gesteigerte
Erregbarkeit der Neuronen (personliche Mitteilungen: Prof. Dr. E.-J. Speckmann,
Institut fur Physiologie |, Munster 2017). Welche Rolle der freie NMDA-Rezeptor fur
die laterale Erregungsausbreitung spielt, soll mit dieser Versuchs-Ldsung untersucht

werden.

Nachdem die Reizung mit unterschiedlichen Stromstarken in den beiden,
verschiedenen Losungen stattgefunden hat, wird der Frontalschnitt gewechselt. Die
beiden Feldpotential-Elektroden sowie die Stimulationselektrode werden, statt in den
Barrel-Kortex (S1, Abb. 2.19), zum Beispiel in das primar-sensorische Areal fur die
Vorderpfoten (S1FL) positioniert. Statt der magnesiumfreien Lodsung, bespult
zunachst wieder YlI- Versuchslosung die Versuchskammer. Das Dioden- Array wird
in Position 0 gebracht und der Versuchsablauf beginnt von vorne (Abb. 2.22).
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2.12 Auswertung und Darstellung der Messergebnisse

Ausgewertet und graphisch visualisiert werden die evozierten Feldpotentiale (Abb.
2.23) und die zeitliche Fluoreszenzveranderung innerhalb der ersten 20, 40, 60, 80
und 100ms nach Reizauslosung (Abb. 2.24). Aus den 464 Einzelkurven des
belichteten Foto-Dioden-Arrays, die diese Fluoreszenzverdnderung visualisieren,
werden exemplarisch jeweils 8 Kurven aus der supragranularen Schicht und 8
Kurven aus der infragranularen Schicht gemittelt. Ferner werden, der besseren
Vergleichbarkeit der  Aktivitat der Hirnregionen und der zeitlichen
Aktivitatsveranderung innerhalb einer Hirnregion halber, aus diesen Daten
Balkendiagramme erstellt. Der Fragestellung dieser Arbeit folgend, wurden die Daten
wiederum in einer Balkendiagramm-Ubersicht speziell fiir die lateral- angrenzenden
Hirnrindenareale (primar-motorischer Kortex und sekund&r-somatosensorischer
Kortex) komprimiert. In den Balkendiagrammen wird jeweils zwischen Versuchs-
l6sung, Reizstarke und supra- und infragranularer Schicht unterschieden. An jedem
Versuchstag wurden zudem digitale Aufnahmen des Versuchsaufbaus und der
Array-Position im Hirnschnitt angefertigt. Da es sich um einen lichtempfindlichen
Farbstoff handelt, ,leidet” teilweise die Qualitdt der digitalen Aufnahme zum Schutz
des Fluoreszenzfarbstoffs und die Bilder sind entsprechend dunkel. Abb. 2.23 zeigt

die Darstellung der evozierten Feldpotentiale:
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Abb. 2.23 Evozierte Feldpotentiale schematisch dargestellt, Y-Achse: Spannung in
mV, X-Achse: Zeit in ms. Deutlich erkennbar ist der ,Population Spike” (blauer
Pfeil,Y-Achse), als Antwort der Neuronen auf die Reizauslésung, sowie die Dauer
der Entladung (X-Achse) zuriick zum Ursprungszustand (Y=0; gelbe Linie).
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Die registrierten Feldpotentiale sind der Beweis fur stattfindende neuronale Aktivitat,

unabhangig von der Fluoreszenzregistrierung.

Die zeitliche Fluoreszenzveranderung wird in Form einer Kurve als Funktion der Zeit
dargestellt. Abb. 2.24 zeigt diese Kurve. Um die zeitliche Fluoreszenzveranderung
nachzuvollziehen, wird die Amplitude innerhalb der ersten 20, 40, 60, 80 und 100 ms
nach Reizauslosung gemessen. In Relation zur Amplitude bei Reizauslésung liefern
diese Amplituden dann jeweils die Werte der relativen Amplitudendnderung, die
wiederum tabellarisch festgehalten und in Form von Balkendiagrammen
(exemplarisch Abb. 3.1.5, Abb. 3.1.6) visualisiert werden. Die gemessenen Werte
sind relative Messwerte, da die Fluoreszenzabnahme in Relation zur
Restlichtintensitat gemessen wird. Die Werte der relativen Amplitudendnderung 20,
40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung sind den Balkendiagrammen jeweils als
Datentabelle beigefigt (Abb. 3.1- 3.6). Eine Fluoreszenzveranderung, in der
Auswertung als Amplitudenzunahme beschrieben, bedeutet, dass sich der
Depolarisationszustand der Nervenmembranen &ndert, was als neuronale Erregung

Zu verstehen ist.

1x1073 dl/I

20 ms

Abb. 2.24 Schematische Darstellung der zeitlichen Fluoreszenzveranderung der
optischen Signale. Blauer Pfeil: Zeitpunkt der Reizauslésung, grine Linie: Gerade
durch den Amplituden-Wert zum Zeitpunkt der Reizauslosung. Die roten Pfeile
zeigen exemplarisch die Messung der Amplituden 20 ms und 40 ms nach
Reizauslésung. Messung der Werte 60, 80 und 100 ms nach Reizauslésung analog.
X-Achse in ms, Y-Achse in 1x1073 dI/I.
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3. Ergebnisse

Zu Beginn werden die Ergebnisse der Versuche 1 bis 6 systematisch dargestellt. Im
Anschluss daran werden die Messergebnisse zusammengefasst.

3.1 Versuch 1

Abb. 3.1.1a-c Anordnung des Hirnschnitts in der Versuchskammer (FP1 und FP2:
Elektroden zur Ableitung der Feldpotentiale, RE: Reizelektrode) und festgelegte
Positionen des Dioden-Arrays (rote Punkte im Hirnschnitt) mit jeweiliger Zuordnung
zu den Rindenarealen. S1: primar-somatosensorischer Kortex = Position 0; S2:
sekundar-somatosensorischer Kortex = Position 1; M1: primar-motorischer Kortex,
Position 2

Abb. 3.1.2 Ausschnitt aus den, zu den jeweiligen Dioden-Array-Positionen
zugehdrigen, Fluoreszenzaktivitatsgraphen (Reizstarke 100%), sortiert nach
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S2: sekundar-
somatosensorischer Kortex Position 1; M1: primar-motorischer Kortex, Position 2)
und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen Areale. Blauer
Pfeil: Zeitpunkt der Reizung. Ansicht der Rindenareale sortiert von medial nach
lateral. Zeiteichung und Achsenskalierung siehe 3.1.3 und 3.1.5

Abb. 3.1.3 Originale der Fluoreszenzkurven (S1 s: primar-somatosensorischer
Kortex, Position 0, supragranular; S2 s: sekundar-somatosensorischer Kortex,
Position 1, supragranular; M1 s: primar-motorischer Kortex, Position 2,
supragranular; S1 i: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0, infragranuléar; S2
i: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1, infragranular; M1 i: priméar-
motorischer Kortex, Position 2, infragranulér). Blauer Pfeil: Zeitpunkt der Reizung.
Dauer des gesamten Kurvenausschnittes 1300 ms.

Abb. 3.1.4 Graphische Darstellung der Feldpotentiale (Versuchslésung: Yamamoto
II, Reizstarke 100%)

Abb. 3.1.5a, b Balkendiagramm-Ubersicht der Fluoreszenzaktivitat innerhalb der
ersten 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung bei 100%iger Reizstarke, sortiert
nach Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S2:
sekundar-somatosensorischer Kortex Position 1; M1: primar-motorischer Kortex,
Position 2) und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen.
Aussage Uber die Reizantwort (Amplitudenschwankungen, numerische Werte in
Datentabelle) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung ausschlief3lich
bezogen auf die jeweilige Versuchslosung mit entsprechender Reizstarke. Anderung
der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.1.6 Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der
supragranularen und infragranuléren Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslésung, bei Reizstarke 100% und Versuchslésung Yamamoto Il. Aussage
Uber die Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms
nach Reizauslésung ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.1.7 Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen
Aktivitdtszustande innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizausldsung, bei
Reizstarke 100% und Versuchslésung Yamamoto Il. Aussage Uber die Reizantwort
(Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung
ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchsldsung mit entsprechender
Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur Ausgangsaktivitét.
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Abb.3.1.1

a: Position 0: S1

b: Position 1: S2

c: Position 2: M1
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Abb. 3.1.2 Yamamoto Il, 100%
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Abb. 3.1.3 Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.1.2
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Abb. 3.1.4 Feldpotentiale
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Abb. 3.1.5

a) Yamamoto Il, 100%, supragranular
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Abb.3.1.6 Motorik
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Abb.3.1.7 sekundar-Somatosensorik
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3.2 Versuch 2

Abb. 3.2.1 a) Anordnung des Hirnschnitts in der Versuchskammer, FP1 und FP2:
Elektroden zur Ableitung der Feldpotentiale (FP), RE: Reizelektrode;

b-f) Positionen des Diodenarrays (rote Punkte im Hirnschnitt) und Zuordnung zu den
Rindenarealen. S1: priméar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S2a: sekundér-
somatosensorischer Kortex, Position 1; S2b: sekundér-somatosensorischer Kortex,
Position 2; S1 K: primar-somatosensorischer Kortex, Kontrolle, Position 3, M1.:
primar-motorischer Kortex, Position 4

Abb. 3.2.2a-5a Ausschnitt aus den, zu den jeweiligen Diodenarray-Positionen
zugehdrigen, Fluoreszenzaktivitats-graphen, sortiert nach Reizstérke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S2a:
sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1; S2b: sekundar-somatosensorischer
Kortex, Position 2; S1K: primar-somatosensorischer Kortex, Kontrolle, Position 3; M1:
primar-motorischer Kortex, Position 4) und supragranularer (s) und infragranuléarer (i)
Schicht derselbigen. Blauer Pfeil: Zeitpunkt der Reizung. Ansicht der Rindenareale
sortiert von medial nach lateral. Zeiteichung und Achsenskalierung siehe 3.2.2b-5b
und 3.2.7a-h.

Abb. 3.2.2b-5b Originale der Fluoreszenzkurven (S1 s: primar-somatosensorischer
Kortex, Position 0, supragranular; S2a s: sekundar-somatosensorischer Kortex,
Position 1, supragranular; S2b s: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2,
supragranular; S1K s: primar-somatosensorischer Kortex Kontrolle, Position 3,
supragranular; M1 s: priméar-motorischer Kortex, Position 4, supragranular

S1 i: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0, infragranular; S2a i: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 1, infragranular; S2b i: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 2, infragranuléar; S1K i: priméar-
somatosensorischer Kortex, Position 3, infragranular; M1 i: primar-motorischer
Kortex, Position 4, infragranular). Blauer Pfeil: Zeitpunkt der Reizung. Dauer des
gesamten Kurvenausschnittes 1300 ms.

Abb. 3.2.6a-d Graphische Darstellung der Feldpotentiale sortiert nach
Versuchslésung (Yamamoto II, OMg) und Reizstarke (100%, 50%)

Abb. 3.2.7a-h Balkendiagramm-Ubersicht der Graphen innerhalb der ersten 20, 40,
60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S2a:
sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1; S2b: sekundar-somatosensorischer
Kortex, Position 2; S1K: primar-somatosensorischer Kortex, Kontrolle, Position 3; M1:
primar-motorischer Kortex, Position 4) und supragranularer (s) und infragranulérer (i)
Schicht derselbigen. Aussage uber die Reizantwort (Amplitudenschwankungen)
innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslosung ausschliel3lich bezogen auf die
jeweilige Versuchslosung mit entsprechender Reizstarke. Anderung der
Fluoreszenzaktivitat in Promille zur Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.2.8 a) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der
supragranularen Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100ms nach Reizauslésung,
sortiert nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto II, OMg),

b) graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der infragranularen
Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach
Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto Il, OMg). Aussage Uber die
Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslosung ausschlief3lich bezogen auf die jewelilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
Ausgangsaktivitat.
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Abb. 3.2.9 a) Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen
Aktivitatszustande innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert
nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto Il, OMg),

b) Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen Aktivitatszustande der
infragranuléaren Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung,
sortiert nach Reizstérke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto I, OMQ).
Aussage Uber die Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80,
100 ms nach Reizausldsung ausschlieR3lich bezogen auf die jeweilige
Versuchslosung mit entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in
Promille zur Ausgangsaktivitat.
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Abb. 3.2.1

a: Versuchsaufbau

b: Position 0: S1

c: Position 1: S2a
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d: Position 2: S2b

e: Position 3: S1 K

f: Position 4: M1
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Abb. 3.2.2a Y1l 100%
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Abb. 3.2.2b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.2.2a
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Abb. 3.2.3a YIl 50%
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Abb. 3.2.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.2.3a
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Abb. 3.2.4a OMg, 100%
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Abb. 3.2.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.2.4a
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Abb. 3.2.5a OMg 50%

M1 s Sls S2as S2b s S1K's

A ey _\’f.

s e - MNAaa
¢ A _.'"'\J.n.vhu,-"-b.w'\ AT AT e i
PV % N A f

]
g

M1 i Sli S2ai S2bi S1Ki

- e A .
' non - e VallTad iy . A ASA A (v
LA UNTIRT) s

fi e i AW |h|
P | T Al ANV ERTRATAV Y
N




Abb. 3.2.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.2.5a
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Abb. 3.2.6 Feldpotentiale
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Abb. 3.2.7

a) Yamamoto Il, 100%, supragranular
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¢) Yamamoto II, 50%, supragranular:
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e) OMg, 100%, supragranular
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g) OMg, 50%, supragranular
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Abb.3.2.8 Motorik
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Abb. 3.2.9 sekundar-Somatosensorik
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3.3 Versuch 3

Abb. 3.3.1 a) Anordnung des Hirnschnitts in der Versuchskammer, FP1 und FP2:
Elektroden zur Ableitung der Feldpotentiale (FP), RE: Reizelektrode,

b-f) Positionen des Dioden-Arrays (rote Punkte im Hirnschnitt) und Zuordnung zu den
Rindenarealen. S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2: Ubergang
primar-somatosensorischer zum sekundar-somatosensorischen Kortex, Position 1;
S2: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2; S1K: primar-
somatosensorischer Kortex, Kontrolle, Position 3, M1: primar-motorischer Kortex,
Position 4.

Abb. 3.3.2a-3.3.5a Ausschnitt aus den, zu den jeweiligen Diodenarray-Positionen
zugehdrigen, Fluoreszenzaktivitdtsgraphen, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2:
Ubergang primar-somatosensorischer zum sekundar-somatosensorischen Kortex,
Position 1; S2: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2; S1K: primar-
somatosensorischer Kortex, Kontrolle, Position 3; M1: primar-motorischer Kortex,
Position 4) und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen.
Zeiteichung und Achsenskalierung siehe 3.3.2b-5b und 3.3.7a-h

Abb. 3.3.2b-3.3.5b Originale der Fluoreszenzkurven (S1 s: primar-
somatosensorischer Kortex, Position 0, supragranular; S1/2 s: Ubergang primar-
motorischer zu sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1, supragranular; S2
s: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2, supragranular; S1K s: primar-
somatosensorischer Kortex, Kontrolle, Position 3, supragranular; M1 s: primar-
motorischer Kortex, Position 4, supragranular; Sla i: primar-somatosensorischer
Kortex, Position 0, infragranular; S1/S2 i: Ubergang primar-motorischer zu sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 1, infragranular; S2 i: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 2, infragranuléar; S1K i: priméar-
somatosensorischer Kortex, Kontrolle, Position 3, infragranular; M1 s: priméar-
motorischer Kortex, Position 4, infragranuldr). Dauer des gesamten
Kurvenausschnitts 1300 ms.

Abb. 3.3.6a-d Graphische Darstellung der Feldpotentiale sortiert nach
Versuchslésung (Yamamoto Il, OMg) und Reizstarke (100%, 50%).

Abb. 3.3.7a-h Balkendiagramm-Ubersicht der Graphen innerhalb der ersten 20, 40,
60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2:
Ubergang primar-somatosensorischer zum sekundar-somatosensorischen Kortex,
Position 1; S2: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2; S1K: primar-
somatosensorischer Kortex, Kontrolle, Position 3, M1: primar-motorischer Kortex,
Position 4) und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen.
Aussage Uber die Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80,
100 ms nach Reizauslosung ausschliel3lich bezogen auf die jeweilige
Versuchsldsung mit entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in
Promille zur Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.3.8 a) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der
supragranularen Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung,
sortiert nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto II, OMQ)

b) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der infragranularen
Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach
Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto II, OMg). Aussage Uber die
Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslosung, ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
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Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.3.9 Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen
Aktivitatszustande innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizausldsung, sortiert
nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto II, OMg),

b) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der infragranularen
Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach
Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto II, OMg). Aussage uber die
Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizausl6sung ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
Ausgangsaktivitat.
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Abb. 3.3.1

a: Versuchsaufbau

b: Position 0: S1

c: Position 1: S1/S2
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d: Position 2: S2

e: Position 3: S1 K

f: Position 4: M1
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Abb. 3.3.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.3.3a
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Abb. 3.3.4a OMg 100%
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Abb. 3.3.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.3.4a
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Abb. 3.3.5a 0Mg 50%
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Abb. 3.3.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.3.5a
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Abb. 3.3.7

a) Yamamoto Il, 100%, supragranular
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b) Yamamoto Il, 100%, infragranular
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c) Yamamoto I, 50%, supragranular:
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d) Yamamoto I, 50%, infragranular:
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e) OMg, 100%, supragranular
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f) OMg, 100%, infragranular
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g) OMg, 50%, supragranulér
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Abb. 3.3.8 Motorik
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Abb. 3.3.9 sekundar-Somatosensorik
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3.4 Versuch 4

Abb. 3.4.1 a) Anordnung des Hirnschnitts in der Versuchskammer, FP1 und FP2:
Elektroden zur Ableitung der Feldpotentiale (FP), RE: Reizelektrode,

b) Positionen des Dioden-Arrays (rote Punkte im Hirnschnitt) und Zuordnung zu den
Rindenarealen. S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2: Ubergang
primar-somatosensorischer zu sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1; S2:
sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2; M1a: primar-motorischer Kortex,
Position 3; M1b: primar-motorischer Kortex, Position 4.

Abb. 3.4.2a- 3.4.5a Ausschnitt aus den, zu den jeweiligen Diodenarray-Positionen
zugehdrigen, Fluoreszenzaktivitats-graphen, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2:
Ubergang primar-somatosensorischer zu sekundar-somatosensorischer Kortex,
Position 1; S2: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2; Ml1a: primar-
motorischer Kortex, Position 3; M1b: primar-motorischer Kortex, Position 4) und
supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen. Blauer Pfeil: Zeitpunkt
der Reizung. Ansicht der Rindenareale sortiert von medial nach lateral. Zeiteichung
und Achsenskalierung siehe 3.4.2b-5b und 3.4.7a-h.

Abb. 3.4.2b-3.4.5b Originale der Fluoreszenzkurven (S1 s: primar-
somatosensorischer Kortex, Position 0, supragranular; S1/S2 s: Ubergang primar-
somatosensorischer zu sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1,
supragranular; S2 s: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2, supragranular,;
Mla s: primar-motorischer Kortex, Position 3, supragranular; M1b s: primar-
motorischer Kortex, Position 4, supragranular; S1 i: primar-somatosensorischer
Kortex, Position 0, infragranular; S1/S2 i: Ubergang priméar-somatosensorischer zu
sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1, infragranular; S2 i: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 2, infragranulér; M1a i: primar-motorischer
Kortex, Position 3, infragranular; M1b i: primar-motorischer Kortex, Position 4,
infragranular). Blauer Pfeil: Zeitpunkt der Reizeinwirkung. Dauer des gesamten
Kurvenausschnittes 1300 ms.

Abb. 3.4.6a-d Graphische Darstellung der Feldpotentiale sortiert nach
Versuchslésung (Yamamoto II, OMg) und Reizstarke (100%, 50%)

Abb. 3.4.7a-h Balkendiagramm-Ubersicht der Graphen innerhalb der ersten 20, 40,
60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2:
Ubergang primar-somatosensorischer zu sekundar-somatosensorischer Kortex,
Position 1; S2: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2; Ml1a: primar-
motorischer Kortex, Position 3; M1b: primar-motorischer Kortex, Position 4)

und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen. Aussage tber die
Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslosung ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.4.8 a) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der
supragranularen Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung,
sortiert nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto Il, OMg),

b) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der infragranularen
Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach
Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto II, OMg). Aussage Uber die
Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslosung ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
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Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.4.9 Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen
Aktivitatszustande innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslosung, sortiert
nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto II, OMg),

b) Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen Aktivitatszustande der
infragranuléaren Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung,
sortiert nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto Il, OMQ).
Aussage Uber die Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80,
100 ms nach Reizauslosung ausschliel3lich bezogen auf die jeweilige
Versuchsldsung mit entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in
Promille zur Ausgangsaktivitat.
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Abb. 3.4.1

a: Versuchsaufbau

b: Position 0: S1

c: Position 1: S1/S2
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d: Position 2: S2

e: Position 3: Mla

f: Position 4: M1b
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Abb. 3.4.2a Y1l 100%
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Abb. 3.4.2b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.4.2a
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Abb. 3.4.3a YIl 50%
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Abb. 3.4.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.4.3a
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Abb. 3.4.4a OMg 100%
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Abb. 3.4.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.4.4a
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Abb. 3.4.5a OMg 50%
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Abb. 3.4.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.4.5a
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Abb. 3.4.6 Feldpotentiale
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b:YIl 50%
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Abb. 3.4.7

a) Yamamoto Il, 100%, supragranular
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b) Yamamoto Il, 100%, infragranular
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c) Yamamoto Il, 50%, supragranular
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e) OMg, 100%, supragranular
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g) OMg, 50%, supragranulér

2000

1800
1600

1400

1200

1000
800

600

400 -
200 -

0 A

S1/S2

M1la

M1lb

m20

112,6

360

209,3

45,6

57,4

m40

3325

1003,9

548,3

618,8

487,5

w60

416,9

1395,4

817,3

873,6

967,8

m 80

493

1589,7

1000,5

1085,8

1287,1

m 100

539,1

1769,2

1170,3

1328,8

1317,5

m20
m40
w60
=380
w100

h) OMg, 50%, infragranul&r

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

0

S1/S2

M1la

M1lb

m20

329,4

157,5

51,3

284

227,2

|40

643,4

789,6

213,5

748,4

532,2

m60

874,1

1086,7

505,9

929

967,8

m 80

968,8

1291,2

683,9

1163,2

1136,1

m 100

1042,5

1461,6

875

1400,7

1124

m20
m40
=60
m 80
=100

116



Abb. 3.4.8 Motorik
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Abb. 3.4.9 sekundar- Somatosensorik
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3.5 Versuch 5

Abb. 3.5.1 a) Anordnung des Hirnschnitts in der Versuchskammer, FP1 und FP2:
Elektroden zur Ableitung der Feldpotentiale (FP), RE: Reizelektrode, b)
Positionen des Dioden-Arrays (rote Punkte im Hirnschnitt) und Zuordnung zu den
Rindenarealen. S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S2a: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 1; S2b: sekundér-somatosensorischer Kortex,
Position 2; M1: primar-motorischer Kortex, Position 3.

Abb. 3.5.2a-3.5.5a Ausschnitt aus den, zu den jeweiligen Dioden-Array-Positionen
zugehdrigen, Fluoreszenzaktivitats-graphen, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S2a:
sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1; S2b: sekundar-somatosensorischer
Kortex, Position 2; M1: primar-motorischer Kortex, Position 3)

und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen. Blauer Pfeil:
Zeitpunkt der Reizung. Ansicht der Rindenareale sortiert von medial nach lateral.
Zeiteichung und Achsenskalierung siehe 3.5.2b-5b und 3.5.7a-h

Abb. 3.5.2b-3.5.5b Originale der Fluoreszenzkurven (S1 s: primar-
somatosensorischer Kortex, Position 0, supragranulér; S2a s: sekundar-
somatosensorischer Kortex Position 1, supragranular; S2b s: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 2, supragranular; M1 s: primar-motorischer
Kortex, Position 3, supragranular; S1 i: primar-somatosensorischer Kortex, Position
0, infragranular; S2a i: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1,
infragranular; S2b i: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2, infragranular;
M1 i: primar-motorischer Kortex, Position 3, infragranular). Dauer des gesamten
Kurvenausschnitts 1300 ms.

Abb. 3.5.6a-d Graphische Darstellung der Feldpotentiale, sortiert nach
Versuchslésung (Yamamoto Il, OMg) und Reizstarke (100%, 50%).

Abb. 3.5.7a-h Balkendiagramm-Ubersicht der Graphen innerhalb der ersten 20, 40,
60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S2a:
sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1; S2b: sekundar-somatosensorischer
Kortex, Position 2; M1: primar-motorischer Kortex, Position 3)

und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen. Aussage tber die
Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslosung ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.5.8 a) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der
supragranularen Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung,
sortiert nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto I, OMQ),

b) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der infragranularen
Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach
Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto II, OMg). Aussage Uber die
Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslosung ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.5.9 Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen
Aktivitatszustande innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert
nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto II, OMg),

b) Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen Aktivitatszustande der
infragranularen Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizausldsung,
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sortiert nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto 1l, OMg).
Aussage Uber die Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80,
100 ms nach Reizauslosung ausschliel3lich bezogen auf die jeweilige

Versuchsldsung mit entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in
Promille zur Ausgangsaktivitat.
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Abb. 35.1

a: Versuchsaufbau

b: Position 0: S1

c: Position 1: S2a
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d: Position 2: S2b

e: Position 3: M1
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Abb. 3.5.2a YIl 100%
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Abb. 3.5.2b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.5.2a
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Abb. 3.5.3a YIl 50%
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Abb. 3.5.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.5.3a
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Abb. 3.5.4a OMg, 100%
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Abb. 3.5.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.5.4a

SV 'u%\kﬂﬁmﬂﬂﬂ-”u”‘ﬂf“ VY 'Jﬁu-murﬂuhﬂ'nﬂm'uﬂmhvﬂr KF'-P‘u'h'u'v”-'F\)ﬁ'uﬁmm'ﬂmu'ﬁuﬁﬂﬁ'ﬁﬂf WV

Mls

" ANV
VANV VYV VY :
f‘"I|‘|'"'1|L,I‘‘..l|||||N.IU""L,I'J1|,|I MIW ll'm'll l IJIN\-I ARRRRN Ur‘ I"ll LR Uﬂ

M1i

"Mbrjlu/\uf’ll "‘U-"\ 'I.ﬁu'ﬂlf'nt'mu mw .JMH'M.{MILI”",MH F’IVIMW"HJM'MVHMMII’I“{
Imlirqfl/qlfﬁb/lbrqlﬂfn A d’"‘
dW'f'fﬂI}AJﬂ'Jﬂf'm mern i

Sls

A AV AV s 'u’r'4'Mu"ﬂh’}'h’ﬁ'-'ﬁi'»fﬁhfﬁﬂfﬁ'ﬂ'mv“'uﬁu" VA AR i
A 1 VS

” { 'JM'
S1li

S2bs

S2bi

1x1073 dl/I
40 ms

128



Abb. 3.5.5a OMg, 50%
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Abb. 3.5.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.5.5a
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Abb. 3.5.6 Feldpotentiale
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Abb. 3.5.7

a) Yamamoto Il, 100%, supragranular
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b) Yamamoto II, 100%, infragranular
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300
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m 40
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0
m20 30 39,7 142,3 66,5
m 40 150,8 94,7 193,1 219,1
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=80 501,2 378,9 131,6 371,6
® 100 482,2 391,2 255,8 461,9
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c) Yamamoto Il, 50%, supragranular
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m 40
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s1 S2a S2b M1

m20 58 23 7 55,8
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= 100 118,3 97,5 35,1 185,5

d) Yamamoto Il, 50%, infragranular

900

800

700

600

500

400 20
m 40
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o __J——_
s1 S2a S2b M1
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® 100 12,7 189,8 83,2 788,7
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e) OMg, 100%, supragranular
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m 40 61,3 0,4 40,5 80,8
" 60 26,8 10,6 33,3 129,2
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f) OMg, 100%, infragranular
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9)

OMg, 50%, supragranular
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h) OMg, 50%, infragranulér
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Abb. 3.5.8 Motorik

300
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200
10 =20
100 - m 40
m 60
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m20 14,3 55,8 173,9 27,4
m 40 66,6 155 80,8 132,4
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100 282,7 185,5 74,6 95,1
a) supragranular
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b) infragranular
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Abb. 3.5.9 sekundar-Somatosensorik:

300
250
200 -
150
m20
100 |40
m60
50 =80
I 100
0
YIl 100% Y11 50% OMg 100% OMg 50%
=20 237,9 23 17,1 125,4
m 40 22,5 15,1 0,4 120,9
m 60 82,2 35,1 10,6 84,7
" 80 250,4 60 32,7 115,7
100 202,9 97,5 94,6 152
a) supragranular
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400
350
300
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m20 39,7 38,5 1,3 120,3
m 40 94,7 87,3 56,2 91,9
m 60 202,6 113,4 150,3 128,9
" 80 378,9 187,3 153,3 163,4
100 391,2 189,8 85,5 235
b) infragranulér
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3.6 Versuch 6

Abb. 3.6.1 a) Anordnung des Hirnschnitts in der Versuchskammer, FP1 und FP2:
Elektroden zur Ableitung der Feldpotentiale (FP), RE: Reizelektrode,

b-f) Positionen des Dioden-Arrays (rote Punkte im Hirnschnitt) und Zuordnung zu den
Rindenarealen. S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2: Ubergang
primar-somatosensorischer zu sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1;
S2a: sekundéar-somatosensorischer Kortex, Position 2; S2b: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 3; M1: primar-motorischer Kortex, Position 4
Abb. 3.6.2a-5a Ausschnitt aus den, zu den jeweiligen Dioden-Array-Positionen
zugehorigen, Fluoreszenzaktivitats-graphen, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2:
Ubergang primar-somatosensorischer zu sekundar-somatosensorischer Kortex,
Position 1; S2a: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2; S2b: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 3; M1: primar-motorischer Kortex, Position 4)
und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen. Blauer Pfeil:
Zeitpunkt der Reizung. Ansicht der Rindenareale sortiert von medial nach lateral.
Zeiteichung und Achsenskalierung siehe 3.6.2b-5b und 3.6.7a-h.

Abb. 3.6.2b-5b Originale der Fluoreszenzkurven (S1 s: primar-somatosensorischer
Kortex, Position 0, supragranular; S1/S2 s: Ubergang primar-somatosensorischer zu
sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 1, supragranular; S2a s: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 2, supragranular; S2b s: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 3, supragranular; M1 s: primar-motorischer
Kortex, Position 4, supragranular; S1 i: primar-somatosensorischer Kortex, Position
0, infragranular; S1/S2 i: Ubergang priméar-somatosensorischer zu sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 1, infragranular; S2a i: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 2, infragranular; S2b i: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 3, infragranular; M1 i: primar-motorischer
Kortex, Position 4, infragranular). Blauer Pfeil: Zeitpunkt der Reizung. Dauer des
gesamten Kurvenausschnittes 1300 ms.

Abb. 3.6.6a-d. Graphische Darstellung der Feldpotentiale, sortiert nach
Versuchslésung (Yamamoto II, OMg) und Reizstarke (100%, 50%).

Abb. 3.6.7a-h Balkendiagramm-Ubersicht der Graphen innerhalb der ersten 20, 40,
60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert nach Reizstarke (100%, 50%),
Hirnrindenarealen (S1: primar-somatosensorischer Kortex, Position 0; S1/S2:
Ubergang primar-somatosensorischer zu sekundar-somatosensorischer Kortex,
Position 1; S2a: sekundar-somatosensorischer Kortex, Position 2; S2b: sekundar-
somatosensorischer Kortex, Position 3; M1: primar-motorischer Kortex, Position 4)
und supragranularer (s) und infragranularer (i) Schicht derselbigen. Aussage Uber die
Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslésung ausschlief3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslésung mit
entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.6.8 a) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der
supragranularen Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung,
sortiert nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslésung (Yamamoto I, OMg),

b) Graphische Ubersicht der motorischen Aktivitatszustande der infragranularen
Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizausldsung, sortiert nach
Reizstéarke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto Il, OMg). Aussage Uber
die Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach
Reizauslosung ausschlie3lich bezogen auf die jeweilige Versuchslosung mit
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entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in Promille zur
Ausgangsaktivitat.

Abb. 3.6.9 Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen
Aktivitatszustande innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung, sortiert
nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto I, OMQ),

b) Graphische Ubersicht der sekundar-somatosensorischen Aktivitatszustande der
infragranuléaren Schicht innerhalb 20, 40, 60, 80, 100 ms nach Reizauslésung,
sortiert nach Reizstarke (100%, 50%) und Versuchslosung (Yamamoto 1l, OMQ).
Aussage Uber die Reizantwort (Amplitudenschwankungen) innerhalb 20, 40, 60, 80,
100 ms nach Reizauslosung ausschliel3lich bezogen auf die jeweilige
Versuchslosung mit entsprechender Reizstarke. Anderung der Fluoreszenzaktivitat in
Promille zur Ausgangsaktivitat.
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Abb. 3.6.1

a: Versuchsaufbau

b: Position 0: S1

c: Position 1: S1/S2
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d: Position 2: S2a

e: Position 3: S2b

f: Position 4: M1
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Abb. 3.6.2a Y1l 100%
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Abb. 3.6.2b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.6.2a

VYA AN AAA AV AN YA,

Mﬁwﬁmﬁ*\ﬂw AV WA AN A, /W W

M1ls

i) II/‘II W.
l,"'lf ufﬂm”ﬂunuwwvwwhbﬁmuwﬁ"u.-\j‘. v,\/\!\(f\.,lw\nu '.JPUWJ’\“/"M(\H WV J‘\/ 'UN"‘.L

M/ u\.'{\‘./\/m/b

M1 i

W,
| %wmnww-w SANAAN A
WM SN )
Sls

| |
| WMWMAMM'%WWMWWWM

|
N
S1i

I"
A
|

| WW\/\MWN\/\;&WUW MM A
| VAN AN A NV M

|
f\/v\f\f\f\f W

S1/S2's
i M AN A AAAN WA AWV
IIINU Mﬁ\_.'r\\'nu' u'ﬁ'\}n\f\uf‘kﬂfv,w f\ﬂn J'I W ‘-N \/ \,Irﬁul'q J\\-ﬂlf\j Unu'"\ YA jh \/ w Y .f

N, AN
'{’nu.f\;ﬂu.“\ Y
1x10~3 dI/I

S1/S2i
40 ms

143



144



Abb. 3.6.3a Y1l 50%
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Abb. 3.6.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.6.3a
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Abb. 3.6.4a OMg, 100%
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Abb. 3.6.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.6.4a
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Abb. 3.6.5a OMg, 50%
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Abb. 3.6.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus 3.6.5a
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Abb. 3.6.7

a) Yamamoto Il, 100%, supragranular

2500

2000

1500
m20
1000 m 40
w60
500 - m 80
= 100
0 -
s1 $1/52 S2a S2b
=20 594 2027,3 189,1 856,3 58,9
m40 698,9 1282,2 685,3 1134,4 153,2
" 60 641,9 1338,8 625 540,9 211
=80 642,8 1279,1 473,2 551,2 176,1
® 100 629,3 1352,5 433,7 682,2 177,7
b) Yamamoto I, 100%, infragranular
30000
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20000
15000 .20
10000 =40
" 60
5000 m 80
= 100
0 - _— S [ R
s1 $1/S2 S2a S2b M1
=20 3730,6 1015 121,6 614,5 130,3
m 40 23941 2023,3 530,9 637,8 261,8
" 60 2581,3 1842,6 474 439,1 302,5
=380 2618 1903,4 281,6 433,3 253,6
= 100 2623,4 1987 220,7 674,1 291,1
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c) Yamamoto Il, 50%, supragranular:

1600
1400
1200
1000
800
m 20
600 W40
400 " 60
m 80
200 " 100
0
s1 S1/52 S2a S2b M1
=20 1142,7 1483,8 266 691 43,9
m 40 982 1332,6 634,2 936,2 67,9
" 60 987,1 1390,3 614,2 316,7 62,9
® 80 892,4 1230,1 560,2 76,6 148
® 100 879,6 1184,2 508,9 177,2 133,8
d) Yamamoto I, 50%, infragranular
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® 20
1000 m 40
" 60
500 =80
® 100

S1 S1/S2 S2a S2b M1
m20 1760,4 689,8 423,4 848,9 169,3
m 40 1737,4 2018,3 692,9 762,3 285,1
m60 1794,9 1922,1 639 591,9 398,9
m 30 1628,4 1752,2 974,8 374,1 459,5
m 100 1683 1723,7 867,7 409,6 448,6
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e) OMg, 100%, supragranular
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m20
1000 - =40
" 60
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" 60 1183,9 1937,7 1119,3 1032,3 182,6
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= 100 1214 2036 1310,3 1842,8 62,2
f) OMg, 100%, infragranular
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g) OMg, 50%, supragranular
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m20
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0 - e e
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h) OMg, 50%, infragranular
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= 100 737,9 2438,7 1092,1 370,7 271,3
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Abb. 3.6.8 Motorik
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a) supragranular
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b) infragranular
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Abb. 3.6.9 sekundar-Somatosensorik:
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b) infragranulér
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3.7 Zusammenfassende Beschreibung der Messergebnisse

Betrachtet man die Ergebnisse im Hinblick auf die Fragestellung, ist in allen 6
Versuchen, unabhangig von Versuchslosung und Reizstarke, laterale
Erregungsausbreitung in  den  primar-motorischen  und/oder  sekundéar-
somatosensorischen Rindenarealen nachweisbar, bei Reizung der primar-
somatosensorischen Afferenzen. Eine wichtige Grundlage dafur ist, dass an jedem
Versuchstag, bei wechselnder Versuchslésung und unterschiedlicher Reizstarke,
stets eine starke Erregungskomponente in der infragranularen und supragranuléaren
Schicht des primar-somatosensorischen Areals (S1, Position 0) unmittelbar nach
Reizung registriert werden konnte. Dies spricht, die Literatur und rdumliche Nahe zur
Stimulationselektrode berticksichtigend, fur physiologische Versuchsbedingungen,
die Qualitat und Verwendbarkeit des Hirnschnitts und eine technisch einwandfreie
Signalubertragung (z.B. Abb. 3.6.2a: S1 s, i; Abb. 3.2.2b, S1 s, i). Denn nur wenn in
diesem S1- Areal, unmittelbar Uber der Reizelektrode, die neuronale Erregung
provozierbar ist, ,funktioniert der Versuch und es kann uber eine laterale
Erregungsausbreitung ,nachgedacht® werden und die weiteren Positionen
angefahren werden. GleichermalRen zeigt die Konstanz der graphischen
Feldpotentialregistrierungen, trotz Anderung der Versuchslésung und Reizstarke,
physiologische Versuchsbedingungen und ist Beweis dafir, dass Uberhaupt
Erregung nach Reizung im Hirnschnitt ausgeldst wird und das Gewebe lebt (Abb.
3.5.6).

Der Fragestellung entsprechend werden im Folgenden, exemplarisch anhand zweier
Versuche, die Ergebnisse der lateralen Erregungsausbreitung in die Motorik
(Versuch 2) und sekundar-Somatosensorik (Versuch 3) erlautert. In Versuch 2 sind
im primar-motorischen Rindenareal (M1), bei 100%iger und 50%iger Reizstarke und
Versuchslésung Yamamoto II, deutliche Amplitudenschwankungen in den supra- und
infragranularen Schichten nach Reizeingang in den Graphen zu erkennen, vor allem
in den infragranularen Schichten, die in topographisch engerem Kontakt zur
Reizelektrode stehen (Abb. 3.2.7a, b; Abb. 3.2.2b: M1 i, s; Abb. 3.2.3a: M1 s, i; Abb.
3.2.3b: M11i, s).

161



Dasselbe, was fur die Yamamoto Il Losung beschrieben wurde, ist nach Wechseln
der Versuchslésung zu OMg (100%, 50% Reizstarke) zu beobachten. Das bedeutet,
dass auch bei gesteigerter neuronaler Erregbarkeit durch die OMg-freie Lésung
deutliche Amplitudenschwankungen in den ersten 100 ms nach Reizung in der
supra- und infragranularen Schicht des motorischen Areals ausmachbar (Abb.
3.2.4a, b: M1 s, i; Abb. 3.2.5a,b: M1 s, i) sind, bei Reizung der primar-sensorischen

Afferenzen.

Vor allem in der, den oben genannten Abbildungen entsprechenden,
Balkendiagramm-Ubersicht (YII-Losung, 100%, 50%) ist die Erregung Uber die
Amplitudenschwankungen (Balkenhdhe) sehr gut nachzuvollziehen (Abb. 3.2.7a-h,
M1). Interessant sind vor allem die infragranuldren Rindenschichten (Abb. 3.2.7b, d,
M1), die einen starken Anstieg der Depolarisation, zwischen 20 und 40 ms nach
Reizauslésung, zeigen. Gleiches gilt fur die Magnesium-freie Versuchslésung (Abb.
3.2.7e-h, M1) bei Reizstarke 100% und 50%. Hier ist die infragranulare Schicht
ebenso von starkeren Amplitudenschwankungen betroffen: Abb. 3.2.7h zeigt den
starken Sprung von 20ms auf 40ms nach Reizung, auch nachvollziehbar in den

absoluten Zahlen der inkludierten Datentabelle.

Die beste Ubersicht der primar-motorischen Erregung zeigt Abb. 3.2.8. Allen dieser
Balkendiagramme ist, trotz unterschiedlicher Versuchslésungen und unter-
schiedlichen Reizstarken, gemeinsam, dass deutliche Amplitudenschwankungen
ausmachbar sind, vor allem innerhalb der ersten 20-60 ms nach Reizauslésung.
Besonders gut zu erkennen ist dies im Versuch mit der Magnesium-freien Losung,
sowohl in der infragranularen als auch in der supragranularen Schicht (Abb. 3.2.8a,
b: OMg 100% und OMg 50%).

Versuchstag 3 erklart, exemplarisch, die neuronale Antwort des sekundar-
somatosensorischen Areals (S2). Bei YlI-Versuchsldsung und 100%iger und 50%iger
Reizstarke sind, ebenso wie in der Motorik, deutliche Amplitudenschwankungen nach
Zeitpunkt der Reizung in den infragranularen und supragranuléren Schichten der
Graphen zu erkennen. (Abb. 3.3.2a, b, S2 s, i; Abb. 3.3.3a,b, S2 s, i). Gleiches qilt fir
die Magnesium-freie Losung (Reizstarke 100% und 50%), sichtbar in Abb. 3.3.4a, b
(OMg 100%, S2 s, i) und Abb. 3.3.5a, b (OMg 50%, S2 s, i). Ahnlich wie bei der
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Erregungsausbreitung in motorische Areale sind in den Balkendiagrammen deutliche
Amplitudenschwankungen zu verzeichnen, sowohl bei der Yll-Versuchslésung mit
100% Reizung als auch 50% Reizung. Merklich auch hier innerhalb der ersten 20-40
ms nach Reizauslosung (Abb. 3.3.7, a-d, S2). Den starksten Amplituden-Anstieg
registriert die Yll-Losung mit 50%iger Reizstarke (Abb. 3.3.6d, S2). Anders als bei
der Ausbreitung in motorische Areale, ist diejenige in sekundar-somatosensorische
Areale zwischen supra- und infragranuléarer Schicht nicht so stark unterschiedlich
ausgepragt, weder bei Yll-, noch bei OMg-Losung. Das neuronale Gewebe dieses
Hirnrindenareals reagiert auch in OMg-L6sung deutlich auf die Reizung, sowohl bei
100% als auch 50% Reizstarke und sowohl in den supra- und infragranularen
Schichten (Abb. 3.3.7e-h). Nennenswert ist ebenfalls noch der charakteristische
Verlauf der Graphen bei Magnesium-freier Losung: Die Depolarisationszeit der
Neuronen ist deutlich verlangert und somit flacht der Graph deutlich langsamer
wieder ab (Abb. 3.1- 3.6, jeweils in den Abbildungsteilen 4b und 5b). Abbildung 3.3.9
zeigt in der Ubersicht die Erregungsverteilung der supragranularen (a) und
infragranuléaren (b) Schicht der sekundar-somatosensorischen Rindenareale. Ins
Auge stechen die starken Amplitudenanstiege innerhalb von 20 auf 40 ms nach
Reizung bei Versuchslésung OMg 100% und OMg 50%. Die supragranulare Schicht
hebt sich hierbei nicht merklich von der infragranularen Schicht ab. Festzuhalten ist,
dass unter allen Versuchsbedingungen, unabhangig von Lésung und Reizstéarke,
Erregung im sekundéar-somatosensorischen Rindenareal gegeben ist.

Allen Ergebnissen aus den Versuchstagen ist gemeinsam, dass die groR3ten
neuronalen Depolarisationen tendenziell innerhalb der ersten 40 ms nach
Reizgebung zu vermerken sind und die infragranularen Schichten, vor allem im
primar-somatosensorischen Areal, etwas starker auf den Reizimpuls antworten.
Diese Feststellung trifft fir Experimente in Yamamoto Il Lésung zu. Im Gegensatz
dazu ist in den Versuchen mit Magnesium-freier Losung, also bei gesteigerter
Erregbarkeit der Neuronen durch nicht-besetzte NDMA-Rezeptoren, eine erhohte
und lang dauernde Erregung feststellbar. In der Visualisierung der Graphen (z.B.
Abb. 3.3.4 und Abb. 3.3.5) ist das, fir die Magnesium-freie Versuchslosung, so
typische, verlangerte Depolarisationspotential der Fluoreszenzkurven deutlich zu
erkennen. (3.1.1.-3.1.3b, 3.1.6a-3.1.9., 3.2.1, 3.2.2a, 3.2.6a-d, 3.2.9, 3.3.1, 3.3.6a-d,
3.4.1-3.4.3b, 3.4.6s-3.4.9, 3.5.1-3.5.3b, 3.5.6a-3.5.9, 3.6.1, 3.6.3a-3b, 3.6.7a-9).
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4. Diskussion

Im folgenden Text werden die Ergebnisse im wissenschaftlichen Kontext diskutiert.
4.1 Zielsetzung

Zielsetzung der Untersuchung war, die Erregungsausbreitung bei Reizung
spezifischer sensorischer Afferenzen (primar-somatosensorischer Kortex) in der
Hirnrinde direkt und lokal zu untersuchen und in diesem Zuge herauszufinden, ob
eine laterale Erregungsausbreitung in der Hirnrinde besteht. Nach Reizung wurde die
direkte, unmittelbare Antwort der Neuronen in genauer Lokalisation beobachtet. Da
die Reizung der sensorischen Afferenzen unmittelbar am Eingang zur sensorischen
Hirnrinde erfolgte, blieben andere, unspezifische Afferenzen weitestgehend
unberucksichtigt.

4.2 Evaluation der Ergebnisse

Zur Evaluation der Ergebnisse ist es sinnvoll, sich tber die Bedeutung der moglichen
Versuchsergebnisse Gedanken zu machen. Ist eine laterale Erregungsausbreitung
vom primar-sensorischen in den motorischen Kortex direkt und unmittelbar
feststellbar, so bedeutet dies, dass die Sensorik und Motorik ein sehr fein
aufeinander abgestimmtes System darstellen. Dies ermdglicht, als Beispiel, sehr
komplexe Bewegungsablaufe innerhalb hoch-anspruchsvoller Sportarten wie dem
Eiskunstlauf, fur die dieses schnelle Zusammenspiel unabdingbar ist. Hier ist ein
sensorischer Input, wie das Gleiten der Kufen auf dem Eis oder das Sehen der
Begrenzung der Eisbahn mit den Augen, direkt gefolgt von einer motorischen
Antwort: zum Beispiel dem Abheben oder landen bei einer Pirouette oder das
Drehen der Kufen fir eine Kurve wenn die Eisbahn zu Ende ist. Eine blitzschnell
aufeinander abgestimmte Koordination beider Systeme macht eine komplexe
Eiskunstlauf-Kur Uberhaupt erst mdglich. Ein weiteres Beispiel stammt aus der
Tierwelt und behandelt das klassische Jager-Beute-Schema. Ein Jager, zum Beispiel
ein Lowe, muss seine Beute riechen oder fuihlen und sich seine Nahrung dann durch
blitzschnelles Zupacken oder ZubeiRen sichern. Es ist fur ihn also
Uberlebensnotwendig, schnell reagieren zu kdnnen, bevor seine Beute in die Wildnis
flient. Er muss schneller sein als seine Beute und seine Motorik (Rennen auf

Vorderpfoten) in standiger Kommunikation zum sensorischen Eingang (Verfolgen der
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Beute mit den Augen) stehen. Hier ist es also von riesigem Vorteil, wenn der
sensorische Informationsfluss nicht erst Gber ,Thalamus-Umwege“ geht, sondern
parallel schon in Assoziationsareale und in den motorischen Kortex Informationen
Ubermittelt. Ein feines Zusammenspiel aus Reiz-Reaktion (visueller Input ,Sehen® —

motorische Komponente ,Jagen*) ist unabdingbar fiir sein tagliches Uberleben.

Im Umkehrschluss ist es nicht schwierig zu verstehen, was das Fehlen einer
lateralen Erregungsausbreitung vom priméar-sensorischen in den motorischen oder
sekundar-somatosensorischen Kortex bedeuten wirde. Die sensorische Information
erreicht erst ,uber Umwege“ die angrenzenden Areale, zum Beispiel den motorischen
Kortex, und eine muskulare Antwort (spinale und zentrale Reflexe ausgenommen)
setzt vergleichsweise langsamer ein. Im vorherigen Beispiel aus der Umwelt hat dies
die Konsequenz, dass Tiere ihre Beute nicht so schnell packen kénnen und auch
exakt gesteuerte Bewegungsablaufe, zum Beispiel bei hochanspruchsvollen
Sportdisziplinen (Kunstturnen, Eiskunstlaufen, Ski-Slalom), zwar nicht unmdglich

aber nicht in einer so hohen zeitlichen Préazision méglich waren.

Um die vorliegende Arbeit in einen Kontext bringen zu kdnnen, werden im Weiteren
die anatomischen Unterschiede zwischen Mensch und Ratte in Bezug zu den
sensorischen Afferenzen und parallelen Fasersystemen und, im Hinblick auf die

Funktion dieser, die aktuelle Forschungslage fur diesen Bereich diskutiert.
4.3 Ergebnisse in der Literatur

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Literatur, auf den Menschen und die Ratte

bezogen, betrachtet.
4.3a Anatomie Mensch und Ratte

Die afferenten und parallelen Fasersysteme des somatosensorischen Systems des
Menschen lassen sich anhand ihrer Verlaufe untergliedern. Es ist naheliegend,
zunachst den Verlauf der Afferenz ausgehend vom sensorischen Rezeptor bis in den
primar-somatosensorischen  Kortex zu beschreiben, bevor auf parallele
Fasersysteme und horizontale Querverbindungen innerhalb des Gehirns
eingegangen werden kann. Ein Rezeptor versteht sich funktionell (primarer und
sekundéarer Rezeptortyp) als periphere Nervenendigung eines Axons, dessen

Zellkorper im Spinalganglion lokalisiert ist und dessen Fortsatz in das Hinterhorn des
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Ruckenmarks zieht. Im weiteren Verlauf kreuzen die sensorischen Afferenzen auf die
Gegenseite und verlaufen dann (Ober den Thalamus in den primar-

somatosensorischen Kortex.

Innerhalb dieses Verlaufes gehen auf medullarer und mesenzephaler Ebene
kollaterale Fasern ab, die uber Zwischenstationen zum Teil auf mediale und
unspezifische Thalamuskerne projizieren. Diese ziehen nicht nur zum primar-
somatosensorischen Kortex sondern auch, zum Beispiel, zum insuléren Kortex und
zum vorderen Gyrus cinguli. Auf diese Weise erfahrt der afferente Input eine
erhebliche Modulation. Betrachtet man nun den intrakortikalen Informationsfluss
innerhalb des primar- somatosensorischen Kortex, so gibt es hier vertikale,
interlamindre Afferenzen als auch horizontale, intralamindre Querverbindungen. Der
vertikale Informationsfluss gliedert sich innerhalb des Kortex wie folgt: Ausgehend
von den spezifischen, vertikalen Thalamuskernen projizieren die sensorischen
Afferenzen in Schicht IV, dann weiter in Schicht I1/1ll, Schicht V, Schicht VI um dann
wieder Uber Schicht IV zurlick in den Thalamus zu projizieren. Man spricht von einer
funktionellen, kortikalen Saule aus 6 Schichten. Interlamindr bedeutet also
Informations-Weiterleitung sensorischer Afferenzen zwischen diesen einzelnen
Schichten. Zwischen den gleichen Schichten benachbarter Saulen gibt es ebenfalls
funktionelle Verbindungen die, da sie innerhalb derselben Schicht bleiben, als
intralaminar bezeichnet werden. Uber solche horizontale Querverbindungen sind

benachbarte Saulen funktionell miteinander verbunden.

Geht man noch einen Schritt weiter, stellt sich die Frage, inwiefern es Verbindungen
aus den einzelnen Schichten des priméar-sensorischen Kortex in andere Hinregionen,
und auch wieder zurick, gibt. Unterteilt wird die Informationsweitergabe in
Informations-Eingange und Informations-Weitergabe.  Dem  afferenten
Informationsverlauf folgend, stehen zunachst die Neurone der Schicht-IV im Fokus:
Diese geben Rickmeldung an die spezifischen Thalamuskerne. Schicht Il und IlI
projizieren ipsilateral Uber aufsteigende Assoziationsfasern in ,hohere®, das heildt
sekundare und tertiare Kortexareale und Gber Kommissurenbahnen in den
kontralateralen Kortex. Die Pyramidenzellen aus Schicht V und VI projizieren in
subkortikale Regionen, wie dem Hirnstamm, das Rickenmark und das Striatum. Die
Informationen werden parallel und seriell verarbeitet und gewinnen zunehmend an

Spezifitat.
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Betrachtet man den rein kortiko-kortikalen Informationsfluss, so gliedert sich dieser
wie folgt: Ausgehend vom primar-somatosensorischen Kortex verlauft der
Informationsfluss in den primar-motorischen Kortex und den parietalen Kortex. Von
dort gibt es Verbindungen zum pramotorischen Kortex und zum posterior parietalen
Kortex (somatosensorisches Assoziationsareal). Von dort gelangt die Information
weiter in den temporalen Assoziationskortex, den parahippokampalen Kortex und

den zingularen Kortex.

Die einzelnen Schichten des primar-somatosensorischen Kortex erhalten auch
rickkoppelnd sensorische Eingdnge aus den oben genannten Kortex Arealen
(Schicht 1/, Schicht 1V, Schicht V, Schicht VI) und den unspezifischen
Thalamuskernen (Schicht I, Schicht V, Schicht VI; Averbeck und Grafe 2013, S.73-
85; Luhmann 2013, S.275-288).

Betrachtet man das afferente und parallele Fasersystem der Ratte, so ist der
prinzipielle Aufbau der einzelnen intrakortikalen Schichten analog zu dem des
Menschen, weshalb sich die Ratte als Forschungstier in diesem Zusammenhang gut
eignet. Die laminare Struktur aus Schicht I, Ill, 1V, V und VI des primar-
somatosensorischen Kortex ist identisch zur der Schichtung des menschlichen
Kortex (Zilles and Wree 1985, Fig. 12, S. 410). Lediglich die granulare Schicht IV
weist eine strukturelle Besonderheit auf, die als ,clouded” structure (Zilles and Wree
1985, S.385) im Gesamten als Barrel-Field bezeichnet wird. Die Zelldichte ist hier,
relativ zu den supra- und infragranularen Schichten, erhoéht. Das Barrel-Field besteht
aus vielen einzelnen Barrels. Diese sogenannten Barrels sind topographisch korrekte
Reprasentationen der mit den einzelnen Vibrissen verknupften Mechanorezeptoren.
Dabei korrespondiert jedes Barrel mit einem einzigen Schnurrhaar und erhalt
Information von einem einzigen Axon. Es gibt also exakt genauso viele Barrels wie
einzelne Schnurrhaare. Etwa ein Drittel der Neurone eines Barrels sind synaptisch
gekoppelt. Da es mehr Verbindungen innerhalb eines Barrels gibt als unter den
einzelnen Barrels wird jedes Barrel als eigenes, neuronales Netzwerk verstanden
(Paxinos, 2004, S. 805-910). Abgesehen von den charakteristischen Barrels in
Lamina IV unterscheidet sich die Zytoarchitektur des Barrel-Kortex nicht von der
anderer sensorischer Gebiete des zerebralen Kortex. Das heil3t, dass als neuronale
Zellklassen hauptséchlich Pyramidenzellen und nicht-pyramidale Zellen vorkommen.

Als spezieller Zelltyp der Lamina IV sind die bedornten Sternzellen zu nennen. Diese
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sind vorrangig lokal in Schicht IV verkntpft und verarbeiten sensorische Information
frhzeitig und ortsstandig. Die Pyramidenzellen aus Schicht IV hingegen kénnen
modulatorische Informationen aus nicht-granularen Laminae ihrer Kolumne sowie
auch aus der Nachbarkolumne integrieren und verstehen sich demnach eher als
globale Verarbeitungseinheit.

Fur die dbrigen Schichten II-VI des sensorischen Kortex wird wieder zwischen
Pyramidenzellen und nicht-pyramidalen Zellen als Zellklassifikation unterschieden.
Die Pyramidenzellen gliedern sich in zwei Hauptgruppen, die ,RS-Zellen“ und die ,IB-
Zellen®. Die ,RS-Zellen® (regelmafig feuernden, regularly spiking) integrieren und
filtern sensorische Information innerhalb ihrer eigenen, funktionellen Saule durch
eine starke exzitatorische und inhibitorische Modulation. lhre Aktionspotenziale sind
durch eine langsame Repolarisationsrate gekennzeichnet. Uber aufsteigende
Axonkollateralen besteht Interaktion mit den supragranuldren Laminae. Als zweiter
pyramidaler Zelltyp sind die ,IB-Zellen®, die intrinsischen, Salven feuernden
(intrinsically burst firing cells) zu nennen. Sie bilden gruppierte Aktionspotenziale
hoher Frequenz. lhre Zellkdrper liegen in Lamina IV und V. Axonkollateralen laufen
gewohnlich in die infragranuléren Schichten und projizieren von dort horizontal zu
weit entfernten Zielarealen. Als nicht-pyramidale Zellen sind lokal projizierende
Interneurone bekannt, die sich in zwei Subklassen gliedern. Zum einen in
exzitatorische Neurone mit dendritischen Fortsatzen, die die Information direkt vom
Thalamus bekommen. Zum anderen in inhibitorische Neurone ohne dendritische
Fortsatze, die durch Aktionspotenziale ohne depolarisierende Nachpotenziale und
eine erhohte Aktionspotenzialfrequenz, sowie eine hohe Spontanaktivitat,

gekennzeichnet sind.

Wie beim Menschen, existieren im somatosensorischen System der Ratte auch
Querverbindungen und parallele Fasersysteme zwischen den verschiedenen
Hirnregionen. Diese sind vor allem fur den Barrel-Kortex erforscht. Er ist reziprok mit
einer Reihe ipsi- und kontralateral gelegenen Kortexregionen verbunden. Es
bestehen Verbindungen zum sekundar-somatosensorischen Kortex, zum
motorischen Kortex und zu den Thalamuskernen ausgehend von den
Pyramidenneuronen der Lamina II/lll und V. Intrinsisch ist der Barrel-Kortex so
verschaltet, dass die Uberwiegende Anzahl intrakortikaler Axone vertikal, intralaminar

innerhalb einer Barrel-Kolumne Information austauscht. Interlaminéare
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Verschaltungen verbinden infra- und supragranuldre Laminae, als auch die jeweilige
Schicht IV zweier funktioneller Barrel-Kolumnen, reziprok miteinander. Neben den
vertikalen, kolumnéaren Verschaltungen laufen also auch horizontale Axonkollaterale
zwischen benachbarten Barrel-Kolumnen und zu subkortikalen Bereichen
(Thalamuskerne und Trigeminuskomplex; Schierloh 2003, S. 12-15, 19-20; Schubert
2007).

Bezieht man sich nicht nur auf die Afferenzen und Verschaltungen im Barrel-Kortex,
sondern auf den gesamten priméar-somatosensorischen Kortex der Ratte, sind klare
Parallelen zum primar-somatosensorischen Kortex des Menschen zu erkennen. Zum
einen erhalt der primar-somatosensorische Rattenkortex Afferenzen von den ventro-
posteriomedialen, ventro-posteriolateralen, ventrolateralen und ventromedialen
Thalamuskernen. Zum anderen kommt afferente Information auch aus Regionen
aulRerhalb des Thalamus: Den raphe nuclei, den locus coeruleus und dem nucleus
Meynert. Efferente Verbindungen aus dem primér-sensorischen Kortex ziehen zum
Thalamus zurtick, zu der Hinterstrangbahn des Rickenmarks, den Trigeminuskernen
in der Medulla und anderen Kortexregionen. Weitere Efferenzen ziehen zum
Striatum, nucleus ruber und zum Pons. An kortikokortikalen Verbindungen ist
bekannt, dass der primar-somatosensorische Kortex reziprok in Interaktion mit dem
primar-motorischen Kortex derselben Hemispharenhalfte und Uber das corpus
callosum mit dem primar-sensorischen Kortex der anderen Hemispharenhélfte in
Interaktion steht. Genauer interagieren die Pyramidenzellen aus Schicht Il und V des
primar-somatosensorischen Kortex der rechten Hemispharenhélfte mit den
entsprechenden Schichten des primar-somatosensorischen Kortex der linken
Hemispharenhalfte (Paxinos 2004, S. 805-810; MacLean 1985, S. 417-436).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das somatosensorische, afferente
System der Ratte, abgesehen vom Barrel-Field, starke Parallelen zum afferenten
somatosensorischen System des Menschen aufweist, weshalb sich fir diesen
Bereich die tierexperimentelle Forschung mit Ratten gut eignet. Das Grundprinzip der
Erregungsausbreitung im somatosensorischen System der Ratte lasst sich
annahernd auf den Menschen ubertragen. Untersucht wurde, da nur die Afferenzen
am Eingang der Hirnrinde gereizt wurden, nur die Erregungsausbreitung in die
jeweils lateral angrenzenden Areale, die beim Mensch sowie bei der Ratte

annahernd identisch sind. Wie oben beschrieben, gibt es bei beiden Organismen

169



Informationsweiterleitung in die, dem primar-somatosensorischen Kortex direkt
anliegenden, primar-motorischen, sekundar-somatosensorischen (Ratte) und

parietalen Rindenareale.
4.3b Funktion und Forschungslage

Im Hinblick auf den wissenschaftlichen Kontext sind in der Literatur und, dem
aktuellen Forschungsstand folgend, bereits einige Versuche im somatosensorischen
Ratten-Kortex erfolgt, darunter unter anderem folgende:

An der Berliner Humboldt Universitat wurden Versuche zum Thema ,Rattenkitzeln®
durchgefuihrt und geschaut, wie Ratten auf Berthrung reagieren bei gleichzeitiger
Messung der Hirnstrome. Die Ergebnisse zeigen, was Kitzeln im Rattenhirn auslost
und dass die Tiere je nach Stimmung mehr oder weniger kitzelig sind. Besonders
stark reagierten Neuronenverbande des somatosensorischen Kortex. Die Forscher
reizten diese Nervenzellen erneut nur elektrisch, ohne Beruhrung, und kamen zu
dem Schluss, dass das Kitzelgefuhl nur im Gehirn erzeugt wird (Ishiyama und Brecht
2016). Des Weiteren wurde im Rahmen einer Dissertation erarbeitet, wie
neuropathischer Schmerz durch eine Lasion oder Erkrankung des
somatosensorischen Nervensystems ausgeldst wird. Dafir erfolgte eine Induktion
von neuropathischen Schmerzen Uber eine Schadigung des Nervus ischiadicus.
Durch vorherige und nachherige Probeentnahme wurde dann geschaut, ob eine
veranderte Expression von miRNAs im Ruckenmark der Ratte, nach
Nervschadigung, zur Entstehung und Erhaltung von neuropathischen Schmerzen
beitragt. Die Ergebnisse zeigen, dass keine signifikanten Verdnderungen und nur
eine teilweise veranderte Expression von Zielproteinen des schmerzleitenden

Systems im Bereich des Ruckenmarks auftraten. (Brendel 2016).

Neben anderen Dissertationsschriften sind auch zahlreiche Versuchsergebnisse, den
somatosensorischen Ratten-Kortex betreffend, in medizinischen Datenbanken, wie
Pubmed, zu finden. Genauer gab es Forschungsgruppen zur optogenetischen
Konditionierung von Paradigmen und Verhaltensmustern im somatosensorischen
Rattenkortex (Abe und Yawo 2017) sowie Wissenschatftler, die die zelltypspezifische
strukturelle Organisation der sechs Schichten im Ratten-Kortex untersuchten
(Narayanan et al. 2017). Dann gab es wiederum eine Gruppe, die sich mit der

neuronalen Antwort Laser-induzierter Schmerzen in Schmerz-assoziierten Arealen
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der Ratte (Li et al. 2017) befasste. Des Weiteren wurde der Effekt epiduraler
Kompression thalamocorticaler Afferenzen im priméaren-somatosensorischen
Rattenkortex (Yeh et al. 2017) sowie die Vermittlung multisensorischer Information im
primar-sensorischen-Kortex (Bieler et al. 2017) untersucht. Unter den
Veroffentlichungen zum Themenbereich somatosensorischer Ratten-Kortex gibt es
auch Literatur speziell zum Barrel-Kortex des somatosensorischen Systems:
Juzekaeva et al. (2017) beschéftigten sich mit der Initiation und Verteilung der
Depolarisation in Schicht IV, E. Kheradpezhouh (2017) mit den dynamischen
Antworten des Barrel-Kortex der Ratte auf wiederholte sensorische Stimulation.
Welche Funktion dem Barrel-Kortex im Detail zukommt untersuchten Stiuttgen MC
(2018) und Miceli S. et al. (2017) fanden heraus, dass innerhalb der Schicht IV des
Barrel-Kortex eine reduzierte Inhibition mit schneller, sensorischer Integration
assoziiert ist. Zur lateralen Erregungsausbreitung der speziellen sensorischen
Afferenzen sind in den medizinischen Datenbanken und in der Literatur bisher keine
wissenschaftlichen Daten registriert, was das Versuchsergebnis dieser Arbeit so
interessant machte. Nur durch die, im Versuch verwendete, Farbstoffmethode ist die
lokale, laterale Erregungsausbreitung feststellbar. Im Hinblick auf die Fragestellung

wurden bisher keine, VSD-unterstitzen, experimentellen Versuche, durchgefihrt.
4.4 Schlussfolgerung

Schlussfolgernd ist zu sagen, dass viele Alltagsphanomene der Natur oder der
menschlichen, alltaglichen Aktionen, auf der feinen Koordinierung zwischen
sensorischem und motorischem System beruhen. Ob es stechender Zahnschmerz
ist, gegen den man als Linderungsversuch die Hand sofort an die ,schmerzende,
dicke Backe" legt oder die fein abgestimmte Eislaufkir. Tiere in ihrer Rolle als Jager,
Ausrutschen auf Glatteis und Gegensteuern mit der Muskulatur, alle diese Reiz-
Reaktions-Ablaufe werden durch dieses feine Zusammenspiel erleichtert. Interessant
ware, als weiterer Forschungsansatz, ob eine laterale Erregungsausbreitung auch
nachweisbar ist, wenn die Reizelektrode, statt am Eingang zum primér-sensorischen
Hirnrindenareal, zum Beispiel direkt unter dem priméar-motorischen Kortex positioniert
wird. In diesem Falle wiirde sich eine mégliche Erregung also von der Motorik in die
Sensorik ausbreiten, genauer vom primar-motorischen Hirnrinden-Areal in das direkt

benachbarte primar-somatosensorische Hirnrinden-Areal.
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5. Zusammenfassung

Die Fragestellung dieser Arbeit ist, ob eine laterale Erregungsausbreitung bei
Aktivierung des primar-sensorischen Hirnrinden-Areals in angrenzende primar-

motorische und sekundar-somatosensorische Hirnrinden-Areale direkt stattfindet.

Die Untersuchungen wurden mit konventionellen, evozierten Potentialen und unter
Einsatz von spannungsempfindlichen Farbstoffen durchgefiihrt. Die Aktivierung der

afferenten Systeme erfolgte durch elektrische Einzelimpulse.

Es ergab sich, dass in allen Versuchen eine laterale Erregung unabhéangig von der
Aktivierungsstarke und dem neuronalen Erregungsniveau nachgewiesen werden
konnte. Die durch afferente Reizung ausgeloste Erregung ist innerhalb der
infragranuléren Schichten ausgepragter als in den supragranularen. Vor allem
ortsnah zur Stimulationselektrode ist dies besonders im primar-somatosensorischen
Areal deutlich. Die Tendenz geht dahin, dass mit dem Abstand zur
Stimulationselektrode die neuronale Erregung abnimmt. Vor allem im flachenmaRig
ausgedehnten sekundéar-somatosensorischen Kortex ist die Erregung umso stérker,
je weiter medial zum primar-somatosensorischen Kortex eine Aktivitat ablauft. Um
eine rekurrente Verbindung zum Thalamus und damit eine indirekte laterale
Erregungsausbreitung uber den thalamischen ,Umweg“ auszuschlie3en, wurde die
Verbindung zwischen Thalamus und Kortex vor Versuchsbeginn durchtrennt. Folglich
erfolgt die Weiterleitung der evozierten Erregungen direkt in lateral angrenzende
Areale. Ferner ergab sich, dass sich die lateralen Erregungsausbreitungen in die
primar-motorischen und sekundar-somatosensorischen Hirnrinden-Areale nicht

merklich unterscheiden.

Insgesamt sind offensichtlich die Sensorik und Motorik bereits auf der Ebene der

Grof3hirnrinde eng miteinander gekoppelt.
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2.1

Narkosegefald im Digestorium

.10

Abb.

2.2

Narkosegefald vergrol3ert

.10

Abb.

2.3

Gehirn Ratte von dorsal. C1, C2:
Zervikalsegment 1 und 2

nnwn
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Abb.

2.4

a) Gehirn nach Entfernen des Riechhirns
und Kleinhirns; b) linke und rechte
Hemisphare
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Abb.

2.5

Ubersicht Uiber die funktionellen
Hirnrindenareale bei der Ratte.
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Abb.

2.5a

Zusammenfassung aller motorischen und
sensorischen Rindenfelder; dorsale
Ansicht.

.14

Abb.

2.5b

Sekundarer motorischer Kortex
(secondary motor cortex) M2
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Abb.

2.5C

Primarer motorischer Kortex (primary
motor cortex) M1
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Abb.

2.5d

Primarer somatosensorischer Kortex,
Kiefer (primary somatosensory
cortex, jaw region) S1J
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Abb.

2.5e

Primarer somatosensorischer Kortex,
Kinn und seitlicher Kopf (primary
somatosensory cortex, jaw region, oral
surface) S1JO
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Abb.

2.5f

Priméarer somatosensorischer Kortex,
Vorderpfoten (primary somato-sensory
cortex, forelimb region) S1FL
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Abb.

2.5¢

Primarer somatosensorischer Kortex,
agranulare Zone (primary somatosensory
cortex, dysgranular region) S1DZ
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Abb.

2.5h

Primarer somatosensorischer Kortex,
Oberlippe (primary somatosensory
cortex, upper lip region) SIULP
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Abb.

2.5i

Primarer somatosensorischer Kortex,
Hinterpfoten (primary somatosensory
cortex, hindlimb region) S1IHL
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Abb.

Primarer somatosensorischer Kortex,
Vibrissen (primary somatosensonsory
cortex, barrel field) S1BF

.24

Abb.

2.5k

Priméarer somatosensorischer Kortex,
Rumpf (primary somatosensory cortex,
trunk region) S1Tr
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Abb.

2.5

Sekundarer somatosensorischer Kortex
(secondary somatosensory cortex)
S2
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Abb.

Hinrindenbereich, aus dem die Schnitte
gewonnen werden. Die rote Linie a liegt
bei Bregma 0.20 mm, die rote Linie b bei

.27




Bregma -0.92 mm. Symbole wie in
Legende zu Abb. 2.5a beschrieben.

Abb. 2.7

Horizontalschnitte aus Paxinos und
Watson 1998, S. 22, entsprechend der
Schnittebene a (2.7a) und b (2.7b) in
Abb. 2.6

S.28

Abb. 2.8

a) Slice-Gerat mit Schneidemesser und
Positionsblock, umspult von
Inkubationslésung; b) Slice-Vorgang:
Schneidemesser fertigt Hirnschnitte in
gleichméfigen Schichtdicken (0.5 ym) an

S. 29

Abb. 2.9

Begasungskammer

S. 30

Abb. 2.10

Geoffneter, lichtdichter Wandschrank:
Sicht auf Farbekammer und Carbogen-
Begasungskammer, Schlauche fir
konstante Carbogen-Begasung

S.31

Abb. 2.11

Schematischer Aufbau der
Versuchskammer; mit ihr ist es moglich,
bioelektrische Aktivitat in lebenden
Hirnschnitten mit Hilfe
elektrophysiologischer, konventioneller
Methoden (Feldpotentialen) und anhand
von spannungssensitiven Farbstoffen zu
registrieren (Quelle: optischer Platz,
Institut Physiologie I, Munster, 2017). FL-
Mikroskop: Fluoreszenz-Mikroskop; ST:
Gabelformige Stimulationselektrode; FP1
und FP2: Elektroden zur Ableitung der
Feldpotentiale

RE: Referenzelektrode; pH-Elektrode zur
kontinuierlichen Messung des pH-
Wertes;

ACSF: Artificial-Cerebro-Spinal-Fluid;
kinstliche, cerebrale
Extrazellularflissigkeit

S.33

Abb. 2.12

Optischer Platz; Detailgetreue Ablichtung
von Versuchsbecken, Elektroden,
Kamera, Perfusionssystem, Fluoreszenz-
Mikroskop, Positions-Mikroskop

S.35

Abb. 2.13

Ausschnitt optischer Platz: Detailgetreue
Ablichtung der vier
Elektrodenmanipulatoren um die
Versuchskammer, unterhalb der
Versuchskammer ist das Objektiv des
Fluoreszenz (FL) -Mikroskops zu
erkennen

S.35




Abb. 2. 14

Zeitliche Zusammenfassung der
Arbeitsschritte von der Narkose bis zum
Versuch in Minuten (min). N= Narkose,
D= Dekapitation, 11= Inkubation 1, P=
Praparation, 12= Inkubation 2, Pl=
Prainkubation, YI= Yamamoto I-Losung,
Yll= Yamamoto Il -Lésung (siehe Tab.
2.1)

S. 36

Abb. 2. 15

Prinzip der
Membranpotentialregistrierung mittels
VSD: 1) Einlagerung der Farbstoff-
Molekule in die neuronale
Doppelmembran. 2) Eine
Spannungsanderung im neuronalen
Gewebe fuhrt zur Lageanderung der
Farbstoffmolekule innerhalb der
Membran. 3) Durch die Lageanderung
kommt es zu einer Veranderung der
Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs
bei Verdnderung des
Polarisationszustandes der
Nervenzellen: Eine Depolarisation
(Erregungszunahme) fuhrt zu einer
Abnahme der Fluoreszenz, eine
Hyperpolarisation (Erregungsabnahme)
zu einer Zunahme der Fluoreszenz. MP=
Membranpotential, depolarization=
Depolarisation, hyperpolarization=
Hyperpolarisation

S. 39

Abb. 2.16

Strukturformel des Fluoreszenz-
Farbstoffs RH795: Organische
Kohlenstoffverbindung mit zwei
aromatischen Benzolringen

S. 39

Abb. 2.17

Schematische Darstellung der optischen
Fluoreszenzregistrierung

S. 40

Abb. 2.18

Weg des Lichtstrahls ausgehend von der
Xenon-Bogen-Lampe bis in das
Diodenarray und Konzentrierung der
Licht-Wellenlangen durch den Weg durch
einzelne, selektive Sperrfilter

S. 42

Abb. 2.19

Schematische Darstellung der
Elektrodenplatzierung im Hirnschnitt
(Coronalschnitt bei Bregma - 0.92 mm,
aus Paxinos und Watson 1998, Figure
22), FP1, FP2: Elektroden zur Ableitung
der Feldpotentiale in der supragranularen
(FP1) und infragranularen (FP2) Schicht
des S1-Cortex. ST=

S. 43




Stimulationselektrode, platziert am
Eingang zur sensorischen Hirnrinde
(Areal S1: S1BF).

Abb. 2.20

Schematische Darstellung des
Fotodioden-Hexagons, bestehend aus
464 Einzeldioden. Die Kennzeichnung
der Position dieses Dioden-Arrays im
Versuchsaufbau erfolgt durch rote
Lichtpunkte, die die Seiten des
Hexagons markieren

S. 44

Abb. 2.21

Ausschnitt Coronalschnitt Neokortex
Ratte (Bregma - 0.92 mm). Die
nummerierten, blauen Hexagone stehen
schematisch fir das Fotodiodenarray.
Sie markieren, in aufsteigender Ziffern-
Reihenfolge, die wechselnde Position
des Arrays innerhalb einer
Versuchsreihe. Die roten Striche
markieren den Ubergang vom primar-
sensorischen Kortex (S1) zum primar-
motorischen Kortex (M1) und den
Ubergang von S1 zum sekundar-
sensorischen Kortex (S2) (modifiziert aus
Paxinos and Watson, 1998, Figure 22).

S. 45

Abb. 2.22

Schematische Darstellung der
Versuchsgliederung. Fur die
Nummerierung der Dioden- Arrays siehe
Abb. 2.21.

S. 47

Abb. 2.23

Evozierte Feldpotentiale schematisch
dargestellt, Y-Achse: Spannung in mV,
X-Achse: Zeit in ms. Deutlich erkennbar
ist der ,Population Spike“ (blauer Pfeil,Y-
Achse), als Antwort der Neuronen auf die
Reizauslésung, sowie die Dauer der
Entladung (X-Achse) zurtick zum
Ursprungszustand (Y=0; gelbe Linie).

S. 49

Abb. 2.24

Schematische Darstellung der zeitlichen
Fluoreszenzveranderung der optischen
Signale. Blauer Pfeil: Zeitpunkt der
Reizauslosung, grune Linie: Gerade
durch den Amplituden-Wert zum
Zeitpunkt der Reizausldsung. Die roten
Pfeile zeigen exemplarisch die Messung
der Amplituden 20 ms und 40 ms nach
Reizauslésung. Messung der Werte 60,
80 und 100 ms nach Reizauslosung
analog. X-Achse in ms, Y-Achse in [

1x10] ~(-3) dI/.

S. 50




Abb.

3.1.1a-c

Position 0-2; S1, S2, M1

. 52

Abb. 3.1.2 Yamamoto I, 100% .53
Abb. 3.1.3 Originale der Fluoreszenzkurven aus . 54
3.1.2
Abb. 3.1.4 Feldpotentiale .55
Abb. 3.1.5 a) Yamamoto Il, 100%, . 56
supragranular
b) b) Yamamoto II, 100%,
infragranular
Abb. 3.1.6 Motorik .57
Abb. 3.1.7 sekundar-Somatosensorik .57
Abb. 3.2.1a-f a: Versuchsaufbau . 60
b: Position 0: S1
c: Position 1: S2a
d: Position 2: S2b . 61
e: Position 3: S1 K
f: Position 4: M1
Abb. 3.2.2a Y1l 100% . 62
Abb. 3.2.2b Originale der Fluoreszenzkurven aus .63
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Abb.

3.2.3a

Y1l 50%

. 64

Abb. 3.2.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 65
3.2.3a
Abb. 3.2.4a OMg, 100% . 66
Abb. 3.2.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 67
3.2.4a
Abb. 3.2.5a OMg 50% . 68
Abb. 3.2.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 69
3.2.5a
Abb. 3.2.6 Feldpotentiale .70
Abb. 3.2.7a-b a) Yamamoto Il, 100%,supragranular | S. 71
b) Yamamoto II, 100%, infragranular
Abb. 3.2.7c-d c) Yamamoto I, 50%, supragranular .72
d) Yamamoto Il, 50% infragranular
Abb. 3.2.7e-f e) OMg, 100%, supragranular .73

f) OMg, 100%, infragranul&r




Abb.

3.2.7g-h

g) OMg, 50%, supragranular
h) OMg, 50%, infragranul&r

.74

Abb. 3.2.8a-b Motorik .75
a) supragranular
b) infragranular
Abb. 3.2.9a-b Sekundar-Somatosensorik .76
a) supragranuléar
b) infragranular
Abb. 3.3.1a-c a) Versuchsaufbau .79
b) Position 0: S1
c) Position 1: S1/S2
Abb. 3.3.1d-f d) Position 2: S2 . 80
e) Position 3: S1 K
f) Position 4: M1
Abb. 3.3.2a YIl, 100% .81
Abb. 3.3.2b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 82
3.3.2a
Abb. 3.3.3a YIl, 50% . 83
Abb. 3.3.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 84
3.3.3a
Abb. 3.3.4a OMg, 100% . 85




Abb. 3.3.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 86, 87
3.3.4a
Abb. 3.3.5a OMg 50% . 88
Abb. 3.3.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 89, 90
3.3.5a

Abb. 3.3.6a-d Feldpotentiale .91
a) Yll, 100%
b) YlI, 50%
c) OMg, 100%
d) OMg, 50%

Abb. 3.3.7a-b a) Yamamoto Il, 100%,supragranular | S. 92
b) Yamamoto Il, 100%, infragranular

Abb. 3.3.7c-d c) Yamamoto Il, 50%, supragranular . 93
d) Yamamoto Il, 50%, infragranular:

Abb. 3.3.7e-f e) OMg, 100%, supragranular .94
f) OMg, 100%, infragranulér

Abb. 3.3.7g-h g) OMg, 50%, supragranulér .95
h) OMg, 50%, infragranular

Abb. 3.3.8a-b Motorik . 96
a) supragranular
b) infragranulér

Abb.

3.3.9a-b

sekundéar- Somatosensorik

.97




Abb. 3.4.1a-c a) Versuchsaufbau S. 100
b) Position 0: S1
c) Position 1: S1/S2
Abb. 3.4.1d-f d) Position 2: S2 S. 101
e) Position 3: Ml1a
f) Position 4: M1b
Abb. 3.4.2a Y1l 100% S. 102
Abb. 3.4.2b Originale der Fluoreszenzkurven aus S. 103
3.4.2a
Abb. 3.4.3a Y1l 50% S. 104
Abb. 3.4.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus S. 105
3.4.3a
Abb. 3.4.4a OMg 100% S. 106
Abb. 3.4.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus S. 107,
3.4.4a 108
Abb. 3.4.5a OMg 50% S. 109
Abb. 3.4.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus S. 110,
3.4.5a 111




Abb.

3.4.6a-d

Feldpotentiale
a) YIl, 100%
b) YII, 50%

c) OMg, 100%
d) OMg, 50%

. 112

Abb.

3.4.7a-b

a) Yamamoto II, 100%,
supragranular

b) Yamamoto Il, 100%, infragranular

. 113

Abb.

3.4.7c-d

c) Yamamoto Il, 50%, supragranular
d) Yamamoto Il, 50%, infragranular

. 114

Abb.

3.4.7e-f

e) OMg, 100%, supragranular
f) OMg, 100%, infragranular

. 115

Abb.

3.4.7g-h

g) OMg, 50%, supragranular
h) OMg, 50%, infragranular

. 116

Abb.

3.4.8

Motorik
a) supragranular
b) infragranulér

117

Abb.

3.4.9

sekundar- Somatosensorik
a) supragranular
b) infragranular

. 118

Abb.

3.5.1a-c

a) Versuchsaufbau
b) Position 0: S1
c¢) Position 1: S2a

.121

Abb.

3.5.1d-e

d) Position 2: S2b
e) Position 3: M1

. 122

Abb.

3.5.2a

YIl, 100%

. 123




Abb.

3.5.2b

Originale der Fluoreszenzkurven aus
3.5.2a

. 124

Abb. 3.5.3a YIl, 50% . 125
Abb. 3.5.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 126
3.5.3a
Abb. 3.5.4a OMg, 100% . 127
Abb. 3.5.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 128
3.5.4a
Abb. 3.5.5a OMg, 50% . 129
Abb. 3.5.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus . 130
3.5.5a
Abb. 3.5.6a-d Feldpotentiale . 131
a) Yll, 100%
b) YlI, 50%
c) OMg, 100%
d) OMg, 50%
Abb. 3.5.7a-b a) Yamamoto Il, 100%, supragranular . 132
b) Yamamoto II, 100%, infragranular
Abb. 3.5.7c-d c) Yamamoto II, 50%, supragranular . 133

d) Yamamoto Il, 50%, infragranular




Abb. 3.5.7e-f e) OMg, 100%, supragranular S. 134
f) OMg, 100%, infragranular
Abb. 3.5.7g-h g) OMg, 50%, supragranular S. 135
h) OMg, 50%, infragranular
Abb. 3.5.8 Motorik S. 136
a) supragranuléar
b) infragranular
Abb. 3.5.9 sekundar-Somatosensorik S. 137
a) supragranular
b) infragranular
Abb. 3.6.1a-c a) Versuchsaufbau S. 140
b) Position 0: S1
c) Position 1: S1/S2
Abb. 3.6.d-f d) Position 2: S2a S. 141
e) Position 3: S2b
f) Position 4: M1
Abb. 3.6.2a YIl, 100% S. 142
Abb. 3.6.2b Originale der Fluoreszenzkurven aus S. 143,
3.6.2a 144
Abb. 3.6.3a YIl, 50% S. 145
Abb. 3.6.3b Originale der Fluoreszenzkurven aus S. 146,
3.6.3a 147
Abb. 3.6.4a OMg, 100% S. 148




Abb. 3.6.4b Originale der Fluoreszenzkurven aus S. 149,
3.6.4a 150
Abb. 3.6.5a OMg, 50% S. 151
Abb. 3.6.5b Originale der Fluoreszenzkurven aus S. 152,
3.6.5a 153
Abb. 3.6.6a-d Feldpotentiale S. 154
a) Yll, 100%
b) YII, 50%
c) OMg, 100%
d) OMg, 50%
Abb. 3.6.7a-b a) Yamamoto I, 100%, S. 155
supragranular
b) Yamamoto I, 100%, infragranular
Abb. 3.6.7c-d C) Yamamoto I, 50%, supragranular | S. 156
d) Yamamoto I, 50%, infragranular
Abb. 3.6.7e-f e) OMg, 100%, supragranular S. 157
f) OMg, 100%, infragranular
Abb. 3.6.7g-h 0) OMg, 50%, supragranular S. 158
h) OMg, 50%, infragranular
Abb. 3.6.8a-b Motorik S. 159
a) supragranular
b) infragranulér
Abb. 3.6.9 Sekundar-Somatosensorik S. 160

a) supragranulér

b) infragranular




Tab. 2.1

Ubersicht tber die im Versuch
verwendeten Losungen in zeitlicher
Abfolge und molarer Zusammensetzung
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