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1. Zusammenfassung

Alltégliche Wahrnehmung und Interaktion mit unserer Umwelt beruht auf der Integration
von Informationen, detektiert durch unsere Sinne. Die klassische Idee der sensorisch-
konvergenten Hierarchie wurde aufgrund neuerer Studienergebnisse am Menschen,
im Primaten und in Nagern angezweifelt, die allesamt zeigen, dass multisensorische
Prozessierung bereits in ,modalititsspezifischen” neokortikalen Regionen, wie den
priméren sensorischen Kortizes, auftritt. Dennoch sind neuronale Mechanismen und
Verarbeitungsnetzwerke, die den multisensorischen Interaktionen zugrunde liegen, wenig
verstanden und erforscht.

Der erste Teil der Dissertation zeigt die essentielle Rolle evozierter, induzierter und
spontaner Netzwerkoszillationen und direkter kortiko-kortikaler Konnektivitat zwischen
primérensensorischenKortizesfiirvisuell-somatosensorischeInteraktionen. Extrazelluldre
Aufnahmen deslokalen Feldpotentialsin den verschiedenen kortikalen Laminae des Barrel-
Feldes in Brown Norway Ratten in vivo offenbarten, dass bimodale Stimulation (simultane
Lichtblitze und Vibrissenauslenkungen [Vibrissen=Schnurrhaare]) die taktil-evozierte
Antwort supraadditiv verstirkte und die Leistung induzierter Netzwerkoszillationen durch
Phasenriickstellung spontaner Oszillationen veranderte. Bimodale Stimulation steigerte
zusitzlich die Synchronitdt und stirkte die Kommunikation zwischen primarem visuellem
(V1) und somatosensorischen Kortex (S1). Anatomisches Tracing offenbarte direkte
anatomische Konnektivitdt zwischen diesen Arealen. Eine pharmakologische Blockade
der V1-Aktivitit reduzierte die crossmodalen Modulationseffekte der oszillatorischen
S1-Aktivitdt, wobei die frithe Verstirkung der evozierten Antwort unveridndert blieb.
Somit scheinen visuelle Stimuli die taktile Prozessierung durch Modulation der
Netzwerkoszillationen im S1 mittels kortiko-kortikaler Projektionen und subkortikaler
feedforward Interaktionen zu beeinflussen.

Ahnlich wie in der unisensorischen Entwicklung hingen die Reifung multisensorischer
Neurone in Konvergenzarealen, wie den Colliculi superiores, und die Ausbildung
crossmodaler Fahigkeiten essentiell von sensorischem Input in kritischen Perioden
ab. Die Mechanismen, kritischen Perioden und erfahrungsabhéngige Aktivitit, die der
Entwicklung crossmodaler Effekte in priméren sensorischen Kortizes zugrunde liegen,
sind jedoch grofitenteils unerforscht.

Der zweite Teil dieser Dissertation fokussiert sich auf die Konvergenz visueller und



Kapitel 1 Zusammenfassung

taktiler Informationen im S1 und V1 von Brown Norway Ratten in zwei unterschiedlichen
Entwicklungszustanden: (i) vor aktiver multisensorischer Exploration und (ii) in adulten
Ratten nach neonataler taktiler Deprivation. Trotz der fehlenden multisensorischen
Erfahrung zeigten die prdjuvenilen Ratten in der Verstirkung der taktil-evozierten
Antwort, in der Leistungsmodulation induzierten Netzwerkoszillationen und in der
Phasenriickstellung spontaner Oszillationen nach bimodaler Stimulation einen adulten
Phinotyp. Im Gegensatz dazu hob neonatale taktile Deprivation die frithe crossmodale
Verstarkung der evozierten Aktivitit auf, verdnderte das Profil der induzierten
Leistungsmodulation durch Verschiebung der Phasenriickstellung spontaner Aktivitat
auf niedrigere Frequenzen und storte die kortiko-kortikale anatomische Konnektivitat
und funktionelle Kommunikation in der adulten Ratte. Taktil-deprivierte Tiere verloren
zusdtzlich ihre crossmodalen Objekterkennungsfihigkeiten. Die Ergebnisse zeigen,
dass taktile, aber nicht crossmodale oder visuelle Erfahrung fiir die Entwicklung

multisensorischer Prozessierung im S1 benotigt wird.



2. Einleitung

2.1 Unisensorische Grundlagen

Um Informationen aus unserer Umgebung zu detektieren, diese zu empfinden, in eine
konsistente Wahrnehmung zu integrieren und in der Folge auf relevante oder sogar
bedrohliche Situationen sinnvoll zu reagieren, benétigen wir unsere Sinne. So ist es
nicht weiter verwunderlich, dass das gesamte Tierreich mehrere Sinne besitzt und diese
evolutiondr unverzichtbar geworden sind. Die klassischen fiinf Sinnesmodalititen
Sehen, Horen, Tasten, Schmecken, Riechen, aber auch Propriozeption, Enterozeption,
Thermozeption, Nozizeption und das vestibulare System informieren den Menschen
standig iiber Vorgdnge in der Umgebung, und deshalb wire ein Lebewesen ohne Sinne
auch ,nichts anderes als die Summe seiner Erfahrungen® (David Hume, 1748).

In derklassischen sensorischen Forschung, und damitauch in der Mehrheit der Lehrbiicher
tiber menschliche Empfindung und Wahrnehmung, werden sowohl die Sinne, als auch die
sensorischen Systeme und Funktionen als isoliert und voneinander unabhingig betrachtet.
So wurde als wissenschaftliche Strategie bis in die 1990er Jahre, in denen sich das Gebiet
der multisensorischen Forschung herausbildete und einen rasanten Aufschwung erfuhr,
die Prdsentation und Verdnderung von Reizen ausschliefllich in der zu untersuchenden
Modalitdt verwendet, wiahrend Stimulationen anderer Modalititen moglichst vermieden
oder zumindest vermindert wurden, da diese als Versuchsfehler und Stérfaktoren galten.
Mit dieser Strategie konnte ein immenses Wissen iiber die Funktionsweise der einzelnen
sensorischen Systeme gesammelt werden. Trotzdem besteht unsere Umwelt aus einer
Vielzahl von simultanen und eventuell sogar konkurrierenden sensorischen Einfliissen.
Diese Dissertation befasst sich mit der Interaktion zweier sensorischer Systeme, dem
visuellen und dem taktilen System, die durch den unimodalen, isolierten Forschungsansatz

tiber die letzten Jahrzehnte sehr ausgiebig erforscht worden sind.

2.1.1 Das somatosensorische System

Uber Mechanozeptoren in unserem grofiten Organ, der Haut, werden Druck, Berithrung
und Vibration detektiert und vermittelt. Diese Sinnesqualititen bilden zusammen den
Tastsinn und ermdglichen nach neuronaler Ubertragung und zentraler Prozessierung

taktile Wahrnehmung (Form-, Gestalt-, Raumwahrnehmung) (Huppelsberg, 2003).
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Aufgrund einer hohen Mechanorezeptordichte beispielsweise auf unseren Fingern
besitzen wir dort auch ein gutes rdumliches Auflosungsvermogen und nutzen diese
zum Tasten. Von den Rezeptoren detektierte Informationen werden tiber die priméren
Sinneszellen, deren Zellsomata in den Spinalganglien liegen, nach Eintritt {iber die
Hinterhorner des Riickenmarks im ipsilateralen Tractus spinobulbaris aufwirts geleitet
und im Nucleus cuneatus bzw. Nucleus gracilis der Medulla oblongata auf das zweite
Neuron verschaltet. Dieses kreuzt im Lemniskus medialis und wird im Nucleus ventralis
posterolateralis auf das dritte Neuron verschaltet, das seinerseits zur Lamina IV des
primédren somatosensorischen Kortex (S1), der auf dem Gyrus postcentralis sitzt, zieht.
Dieses Areal unterliegt einer somatotopen Gliederung, d.h. die Kérperoberfliche ist auf
der kortikalen Oberfliche in den Ausmafien entsprechend ihrer Sensibilitit repréasentiert
(benachbarte Korperteile sind mitbenachbarten kortikalen Neuronengruppen verbunden)
und spiegelt sich somit als ,,sensorischer Homunculus“ wieder (Penfield, 1950). Deshalb
wird z.B. nach vibrotaktiler Stimulation eines einzelnen Fingers ein definierter Bereich
des somatosensorischen Kortex elektrisch aktiviert (Maldjian et al., 1999). Die Neurone
der granuldren Schicht sind sowohl in lokale laminare Netzwerke eingebunden, als auch
in globale, um die Informationen weiter zu verarbeiten, in einem hierarchischen System
zu verbinden und so Wahrnehmung, Bewusstsein und andere kognitive Prozesse zu
ermoglichen. So finden sich viele direkte Projektionen zur oberen Bank der sylvischen
Fissur, dem sekundéren somatosensorischen Kortex (S2), der grofle, meist bilaterale
rezeptive Felder besitzt und in komplexe Aufgaben, wie z.B. die bilaterale Koordination der
Hénde eingebunden ist (Schneider, 2013). Auch gibt es Verbindungen zum retroinsuldren
Kortex, postauditorischen Kortex und der somatosensorischen Inselrinde, die essentiell
an der Ertastung verschiedener Oberflichentexturen mitwirken (Kitada et al., 2005).
Ebenfalls ist der somatosensorische Kortex mit dem Posterioren parietalen Kortex (PPC),
der eng mit der Planung, Exekution und Kontrolle motorischer Bewegungen assoziiert ist,
und weiteren Netzwerken verbunden.

Alle erwdhnten Strukturen sind zusdtzlich tiber rekurrente Projektionen mit S1 verbunden.
Somit entstehen kreisformige, komplexe und teilweise parallele Verschaltungen, die
essentiell an der Verarbeitung der sensorischen Informationen mitwirken und ein weit
verteiltes dynamisches System bilden mit den Charakteristiken eines Swmall-world-
Netzwerks (Singer, 2009). Um in diesem Netzwerk eine koordinierte Kommunikation
zwischen Neuronen zu etablieren muss ein zeitlicher Code eingefithrt werden, der das
prézise Zeitverhéltnis zwischen individuellen Spikes verteilter Neurone garantiert. Dies
geschieht zum einen durch externe Ereignisse (Stimulationen), die zu einer evozierten

Antwort,auch evoziertes Potential genannt (EP, oder Ereignis-korreliertes-Potential=EKP),
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fihren konnen, wie es in der Literatur fiir weite Teile des Kortex beschrieben wurde (Luck,
2005). Diese Antwort hat eine feste Latenz zum Stimulus-Beginn und einen genauen
elektrischen Potentialverlauf in positiver und negativer Polaritét, konsistent iiber viele
Stimulationsdurchginge, und dient damit der Synchronisation von Neuronenverbénden.
Zum anderen wird die zeitliche Kodierung durch interne Timing-Mechanismen
gewidhrleistet (Buszaki, 2011). Diese werden durch oszillatorische Modulation neuronaler
Antworten in verschiedenen Frequenzbéndern verwirklicht, erméglicht durch individuelle
neuronale Eigenschaften und die kreisformige Netzwerkverschaltung. Oszillationen (siehe
Box 1) sind damit eine allgegenwirtige Form neuronaler Aktivitdt (Donner und Siegel,
2011) und limitieren die Kommunikation der einzelnen Zellen auf kurze Zeitfenster.
Durch die Variierung des Phasenverhdltnisses zwischen oszillierenden Populationen
kann die funktionelle Kooperation einzelner Neurone in festverkabelten Netzwerken
flexibel konfiguriert werden. So liegt Phasen-Synchronitit oszillatorischer Signale einer
hohen funktionellen Konnektivitit zugrunde, da interagierende Neurone einen starkeren
gegenseitigen Einfluss haben, wenn sie zur gleichen Zeit depolarisiert werden (Senkowski
etal., 2008). Zuletzt verandert oszillatorische Synchronisation die neuronale Verarbeitung
und dies kann die perzeptuelle Verbindung steuern(Fries, 2009), wie beispielsweise die
Integration von verschiedenen Stimuluseigenschaften (Gray et al., 1989).

Der Aufbau und die Funktionsweisen des somatosensorischen Systems, zuvor am Beispiel
der menschlichen Hand beschrieben, ist in nahezu allen Sdugetieren sehr gut konserviert.
So sind beispielsweise die Haupttastorgane der Nagetiere die Schnurrhaare, oder Vibrissen,
die von den Tieren zur Navigation und taktilen Erkundung der Umgebung genutzt
werden und deren Signalverarbeitung gut untersucht ist (Brecht, 2007). Bei Stimulation
der Vibrissen detektieren ebenfalls Mechanorezeptoren die taktilen Informationen, die
in verschiedenen Nervenenden im Sinus-Komplex der Haarfollikel sitzen (Ebara et al.,
2002). Diese Neurone, die jeweils nur Informationen einer einzelnen Vibrisse kodieren,
verlaufen tiber den Nervus trigeminus in den Nucleus trigeminus des Hirnstamms, werden
dort auf das zweite sensorische Neuron verschaltet und kreuzen iiber den lemniskalen Weg
in den Nucleus ventralis posteromedialis (VPM), wo sie auf das dritte Neuron verschaltet
werden. Dieses zieht wiederum zur Lamina IV des primaren somatosensorischen Kortex,
der auch eine somatotope Organisation aufweist (Woolsey und Van der Loos, 1970).
Einzelne Vibrissenprojektionen bilden definierte, genau begrenzte Cluster in Lamina IV,
die Fass- oder Barrel-dhnlich geformt sind, und somit eine somatotope Représentation
des Vibrissenfeldes aufbauen, den sogenannten Barrel-Kortex. Dieser stellte sich als
ausgesprochen geeignet zur Untersuchungkortikaler Signalverarbeitung dar, da er in Ratten

aufgrund seiner Grofle und der lissenzephalischen Kortex-Struktur fiir intrakortikale
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Box 1. Eigenschaften neuronaler Oszillationen
Neuronale Oszillationen sind periodische

Leistung (power) P Periodendauer T
Variationen neuronaler Aktivitdt, die sich ) P~A Frequenz f=1/T
aus den Membranpotentialen einzelner § é
Neurone oder Neuronenpopulationen c% g
zusammensetzen.  In extrazelluléren 2 —
Messungen des lokalen Feldpotentials (LFP),
das sich hauptsachlich aus exzitatorischen v v
und inhibitorischen postsynaptischen
Potentialen zusammensetzt, aber auch in Phase 0 ke

elektro- oder magnetoenzephalographischen
Messungen (EEG, MEG), besitzen die rhythmischen Potentialschwankungen Uber die Zeit haufig
einen sinusoidalen, oszillatorischen Verlauf (rote Spur). Diese Oszillationen lassen sich durch
verschiedene Eigenschaften charakterisieren:

Oszillatorische Amplitude: Die Amplitude ist die Auslenkung der Oszillation in y-Richtung (Potential
oder Spannung).

Oszillatorische Leistung (Power): Messwert der Grofle eines oszillatorischen Signals, das
proportional zum Quadrat der Amplitude ist.

Oszillatorische Phase: Da Oszillationen periodisch sind, kann ein bestimmter Teil des oszillatorischen
Zyklus anstatt mit dem genauen Zeitpunkt mit dem Argument der Kreiswinkelfunktion, der Phase,
beschrieben werden. Die Phasen wiederholen sich im Verlaufe der Oszillation und nehmen Werte
von O (Spitze der Oszillation) Uber 1 (Tief der Oszillation) bis 2 man (was wiederum O und der Spitze
des Oszillationszyklus entspricht). Synchronitat oszillatorischer Vorgange, z.B. in verschiedenen
Hirnarealen, kann unter anderem durch eine entsprechende Synchronitat des Phasenverlaufs
gekennzeichnet sein.

Periodendauer: Dauer eines periodischen Zyklus, z.B. von Oszillationsspitze zu -spitze.

Oszillatorische Frequenz: Die Frequenz bezeichnet die Anzahl oszillatorischer Zyklen pro Zeiteinheit
und berechnet sich damit aus dem Kehrwert der Periodendauer. Aufgrund elektrophysiologischer
Studienergebnisse und klinischer EEG-Konventionen werden Oszillationen in verschiedene
Frequenzbander eingeteilt, die verschiedenen Arten der Kommunikation und damit verschiedenen
Funktionen und Bewusstseinszustanden zugrunde liegen: Delta- (1-4 Hz), Theta- (4-8 Hz), Alpha- (8-
12 Hz), Beta- (12-30 Hz) und Gamma-Frequenzband (30-100 Hz) werden unterschieden. Die exakten
Grenzen der Frequenzbereiche sind jedoch nicht statisch, sondern variieren von Studie zu Studie.

extrazelluldre Feldpotentialmessungen iiber verschiedene Lamina sehrleicht zuganglich ist
und die einzelnen Barrel, und damit die Prozessierungsgebiete einzelner Vibrissensignale,
sowohl im lebenden Gewebe, als auch in Schnitten einfach zu visualisieren sind (Petersen
und Sakmann, 2000) (siehe Abschnitt 3.2.2). Vom S1 entspringen auch in der Ratte viele
Projektionen zum S2, motorischen Arealen (Diamond et al., 2008) und dem PPC (Reep
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et al., 1994). Ebenfalls konnen im S1 evozierte Potentiale und Netzwerkoszillationen als
Mittel zur Koordination der neuronalen Aktivitat beobachtet werden (Petersen, 2007), die
fir die Prozessierung und Integration verschiedener Stimuluseigenschaften notwendig
sind, wie beispielsweise die Unterscheidung von Oberfldchentexturen (Von Heimendahl
etal., 2007).

2.1.2 Das visuelle System

Der wichtigste Fernsinn des Menschen und vieler Sdugetiere ist das Sehen, das durch das
Auge ermoglicht wird (Huppelsberg, 2003). Elektromagnetische Strahlung verschiedener
Wellenldngen, erzeugt durch visuelle Ereignisse, durchdringt Kornea, Linse und Glaskorper
und wird in der Retina von Photosensoren, den Stibchen und Zapfen, detektiert und in
Membranpotentiale umgewandelt. Die Photosensoren sind in der Retina konvergent mit
dem zweiten sensorischen Neuron, der Bipolarzelle, verbunden, das seinerseits wiederum
auf die Ganglienzellen projiziert. Durch diese konvergente Verschaltung, in Verbindung
mit zwischengeschalteten Horizontalzellen, findet bereits in der Retina eine Prozessierung
der visuellen Reize statt, um beispielsweise die Kontrastwahrnehmung mit On- und Oft-
Zentrum- Neuronen (Ganglienzellen mit runden rezeptiven Feldern, die bei Belichtung
des inneren Feldes depolarisiert und bei Belichtung des dufleren Feldes hyperpolarisiert
werden oder umgekehrt) zu verstirken (Kaneko, 1979). Die Axone der Ganglienzellen,
sowohl des magnozelluldren (Erfassung von Bewegung), als auch des parvozelluldren
Systems (Wahrnehmung von Gestalt und Farbe), ziehen iiber den Nervus opticus zum
Chiasma opticum, wo Fasern aus der nasalen Retinahdlfte auf die kontralaterale Seite
kreuzen und zusammen mit den ungekreuzten Fasern der temporalen Retinahilfte im
Tractus opticus zum thalamischen Corpus geniculatum laterale (LGN) verlaufen und
dort auf das vierte Neuron verschaltet werden. Die thalamischen Neurone projizieren
schliefllich in den primiren visuellen Kortex (V1), der sich im Okzipitallappen befindet.
Dieser besitzt, wie auch der primére somatosensorische Kortex (sieche Abschnitt 2.1.1),
eine retinotope Gliederung in kortikale Sdulen, die ein lokales Verarbeitungsnetzwerk
bilden (Hubel und Wiesel, 1962; Horton und Hoyt, 1991). Ein Teil der Fasern des Tractus
opticus zweigt noch vor Erreichen des LGN zu subkortikalen Hirngebieten, wie den
Colliculi superiores (siehe Abschnitt 2.2.2), ab. Die Neurone des V1 sind ihrerseits mit
4 weiteren visuellen Kortizes (V2-V5) verkniipft und leiten Informationen itiber einen
ventralen ,was“-Strang, der an der Erkennung von Objekten, Gesichtern und Bildern
mitwirkt, zum inferioren temporalen Kortex weiter, und iiber einen dorsalen ,wie®-

Strang, der eine essentielle Rolle beim Navigieren und Erreichen visueller Ziele spielt,
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zum PPC (Goodale und Milner, 1992). Ebenfalls existieren Verbindungen vom V1
zum Sulcus temporalis superior (STS), verschiedene Arten von Crosstalk zwischen den
Knotenpunkten der Stringe und, wie im S1, rekurrente Verbindungen von hierarchisch
hoheren Arealen zuriick zum V1. Dies fithrt erneut zu einem kreisférmig verschalteten,
komplexen, weit-verteilten Netzwerk, dessen Teilbereiche extern durch visuelle Stimuli
und intern durch oszillatorische Aktivitat getimt werden konnen, und so beispielsweise
Objekteigenschaften in eine kohdrente Wahrnehmung integriert werden (Tallon-Baudry
und Bertrand, 1999).

Der Aufbau und die Funktionsweisen des visuellen Systems der Ratte sind grundsitzlich
denen des Menschen sehr dhnlich. Der Aufbau der Retina unterscheidet sich darin,
dass die Netzhaut von Stibchen dominiert wird, die gleichmaflig mit Zapfen auf der
Retina verteilt sind. Durch unterschiedliche Absorptionseigenschaften der Zapfen ist
das sichtbare Lichtspektrum bei Ratten im Vergleich zum Menschen von 400-750 nm
auf ein Spektrum weiter im UV-Bereich verschoben (Jacobs et al., 2001). Das Verhéltnis
der Axone der Ganglienzellen, die im Chiasma opticum die Hemisphédren kreuzen, ist
wesentlich hoher als beim Menschen, jedoch ist das Verhiltnis der Neurone, die tiberhaupt
Projektionen zum LGN aussenden geringer (Martin, 1986). Die Anzahl der Projektionen
zu den Colliculi superiores ist deutlich hoher als beim Menschen (Fleming et al., 2006).
Der V1 der Ratten zeigt eine dhnliche retinotope Struktur wie beim Menschen (Gias et
al., 2005).

2.2 Multisensorische Integration und Prozessierung

2.2.1 Einfliisse multisensorischer Integration auf Verhalten,
Empfindung, Wahrnehmung und Bewusstsein

Da unsere Umwelt, wie in Abschnitt 2.1 erwdhnt, aus multisensorischen Einfliissen
besteht, beispielsweise ein Gesprichspartner, dessen Lippen und Gesichtsausdruck
wir beim Sprechen beobachten und parallel dessen Worte horen, oder ein Objekt in
unserer Hand, das wir sowohl ertasten als auch betrachten, ist es fiir unsere Verhalten
von entscheidender Bedeutung, diese Einfliisse korrekt zu verbinden und zu integrieren.
Den Prozess, der diese verschiedenen sensorischen Informationen in eine kohirente
Wahrnehmung kombiniert, nennt man multisensorische Integration (Stein, 2012). Durch
multisensorische Integration wird intramodale Unsicherheit reduziert, sie verbessert
somit die Detektion von und die Reaktion auf relevante Vorgange, jedoch wird eine neue,

intermodale Unsicherheit eingefiihrt, die Wissenschaftler zu Beginn auf multisensorische
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Integration aufmerksam machte. Da unser Gehirn ndmlich versucht diese Unsicherheit
zwischen den Sinnen zu minimieren, indem es sich starker auf die Modalitdt fokussiert, die
im jeweiligen Zusammenhang und fiir die jeweilige Aufgabe verlésslicher zu sein scheint,
konnen bei uneindeutigen sensorischen Konfliktsituationen multisensorische Illusionen
oder Dominanzeffekte auftreten. Eines der ersten Phianomene, die diesbeziiglich entdeckt
wurden, war die sensorische Dominanz (Gibson, 1933). So fanden z.B. Welch, DuttonHurt
und Warren 1986, dass, wenn man zwei Modalititen iiber den Grenzwert simultan
stimuliert und eine kleine Diskrepanz eines Stimulus gegeniiber dem anderen einfiihrt,
eine Modalitdt die Situation dominiert bzw. moduliert und unsere Empfindung und
Wahrnehmung des Vorgangs bestimmt oder verdndert. Dadurch entstehende Illusionen
sind beispielsweise der Ventriloquist-Effekt (Fehllokalisierung von Gerauschen zu zeitlich
korrelierten visuellen Effekten) (Jackson, 1953), der McGurk Effekt (Wahrnehmung
von Sprachgerduschen beeinflusst durch beobachtete Lippenbewegungen) (McGurk
und MacDonald, 1976), die Doppelblitz-Illusion (Verinderung der Anzahl an
wahrgenommenen visuellen Signalen aufgrund auditorischer Gerausche) (Shams et al.,
2000) und die Gummi-Arm-Illusion (Wahrnehmungsverdnderung durch taktile und
visuelle Stimulationen) (Botvinick und Cohen, 1998). Aufgrund dieser Beobachtungen
wurde eine Modalitits- Angemessenheitshypothese aufgestellt, die besagt, dass der Sinn
dominant ist, der fiir die jeweilige Aufgabe verldsslicher erscheint. So dominiert das Sehen
vermeintlich bei rdumlichen Aufgaben, wihrend die auditorische Modalitdt bei zeitlichen
Aufgaben dominiert. Jedoch deuten neuere multisensorische Untersuchungen der
Ilusionen daraufhin, dass diese ein Ergebnis der Kombination von Informationen mehrerer
Modalitdten tiber eine externale Eigenschaft sind. Zum Beispiel ist die Prazision bimodaler
visuell-auditorischer Lokalisierungen besser als die unisensorischen Ergebnisse, was nicht
dadurch erkldrt werden kann, dass ein Sinn den anderen komplett dominiert, sondern
durch ein simples Modell optimaler Kombination, das die Reliabilitdt und Variabilitét jeder
Modalitdt gegeneinander abwigt (Alais und Burr, 2004). Diese Prazisionsverbesserungen
kénnen entweder aus einer direkten, oder aus einer nach der Varianz der einzelnen
unabhingigen Schitzungen gewichteten Wahrscheinlichkeitssummation, d.h. aus einer
Bayesschen Maximum-Likelihood-Schitzung, entstehen. Die gemessenen Verbesserungen
der kognitiven Entscheidungsprozesse tibersteigen diese berechneten Schitzungen jedoch
oft, sie sind supraadditiv und maximal (Arnold et al., 2010).

Um diese maximale multisensorische Integration externer Inputs fiir maximale
Verhaltensleistungen im Menschen, gemessen mit Psychophysischen Test, aber auch
im Tier, herbeizufiithren, miissen drei fundamentale Regeln oder Prinzipien erfiillt sein,

die urspriinglich fiir das Verhalten einzelner Neurone auf multisensorischen Input
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gefunden wurden (siehe Abschnitt 2.2.2): (i) die zeitliche Regel, (ii) die raumliche Regel
und (iii) das Prinzip der inversen Effektivitat (Stein und Meredith, 1993). Die zeitliche
Regel besagt, dass multisensorische Integration am grofiten ist, wenn die Stimulation der
verschiedenen Modalititen simultan erfolgt. So verstirkt zum Beispiel ein irrelevanter
taktiler Stimulus die Detektion von undeutlichen Ténen und verbessert auditorische
Intensitdtsbeurteilung am besten bei simultaner Prisentation (Gillmeister und Eimer,
2007). Raumliche Koinzidenz oder Kongruenz, ist der zweite entscheidende Faktor fiir
multisensorische Integration, d.h. crossmodale Inputs verindern die Wahrnehmung
am stdrksten, wenn sie von der gleichen rdumlichen Position resultieren. Folglich sind
motorische Orientierungsreaktionen, wie Sakkaden zu peripheren Positionen, deren
Latenz durch bimodale visuell-auditorische Stimulation verkiirzt und deren Prézision
erhoht wird, maximal beschleunigt bei kongruenter Stimulation und verlangsamen sich
graduell mit raumlicher Distanz zwischen den Stimuli (Harrington und Peck, 1998).
Schliefllich besagt das Prinzip der inversen Effektivitdt, dass, wenn unisensorische
Stimuli alleine eine geringe Intensitét besitzen und nur schwache Antworten evozieren,
die multisensorische Integration wahrscheinlicher ist und/oder stirker ausfillt. Ein
auditorisches Signal verstérkt folglich die empfundene LED-Intensitdt am starksten bei
niedrigen visuellen Intensitéten (Stein et al., 1996).

Zusammengefasst modifiziert multisensorische Integration in verschiedenen Spezies
Wahrnehmung und Bewusstsein und verbessert, beschleunigt und prézisiert motorische
Reaktionen. Daraus resultiert die Frage, welche neuronalen Korrelate, d.h. welche
Netzwerke und Mechanismen, die zugrundeliegende multisensorische Prozessierung

ermoglichen.

2.2.2 Anatomische und neuronale Korrelate multisensorischer
Integration

Pionierstudien der multisensorischen Forschung (Meredith und Stein, 1983; Stein und
Meredith, 1993) untersuchten das Verhalten einzelner Zellen, die konvergenten Input von
Projektionen aus verschiedenen sensorischen Bahnen erhielten und elektrophysiologisch
auf diesen Input reagierten. So fanden Stein und Kollegen bei Versuchen mit Katzen in einer
Struktur des Tectum mesencephali, genauer den unteren Schichten der Colliculi Superiores
(SC), eben solche multisensorischen Zellen, die sowohl auf visuellen, auditorischen und
somatosensorischen Inputreagierten. Mehrnochveriandertesichbeisimultaner Stimulation
mehrerer Modalitdten das Feuerverhalten dieser Zellen sehr oft supra- oder subadditiv,

d.h. sie feuerten entweder mehr oder weniger Aktionspotentiale als nach arithmetischer
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Summation der Aktionspotentiale aller unimodalen Stimulationskonditionen. Folglich
prozessieren sie die sensorischen Einfliisse und Informationen und integrieren diese (Abb.
1). Weitere Testungen im SC lieferten die neuronalen Korrelate der drei fundamentalen
Regeln oder Prinzipien der multisensorischen Integration, die sich, wie in Abschnitt
2.2.1 beschrieben, auch auf das Verhalten und die Wahrnehmung iibertragen lassen. Die
maximale multisensorische Integration der SC-Neurone hdngt somit davon ab, ob die
Stimuli simultan erfolgen (zeitliche Regel), in das rezeptive Feld des Neurons fallen, das
identisch ist fiir alle sensorischen Stimulationsarten (raumliche Regel), und dass jeder
einzelne der Stimuli nicht maximal effektiv ist (Prinzip der inversen Effektivitat). Da die
Hauptfunktion dieser Mittelhirnstruktur, die Kontrolle von Orientierungsreaktionen ist,

1. Ereignis in 2. Rezeptoren der 3. Konvergenz 4. Prozessierung 5. Reaktion,
der Umgebung einzelnen Modalitaten Wahrnehmung

' Multisensorische Integration ™
! supraadditiv__

Impulse

Multisensorische Integration ’ |:|'>
subadditiv

Impulse

Interaktion unter dem
Schwellenwert p,

Abbildung 1. Schematische Darstellung multisensorischer Konvergenz und Prozessierung. Nachdem
ein Ereignis in der Umgebung, hier ein herannahender Zug (1), zusammenhangende sensorische
Signale aussendet (Gerausche, Licht, Vibrationen), stimulieren diese die entsprechenden Rezeptoren
der einzelnen Modalitaten (2). Uber die sensorischen Signalwege transportiert, konvergiert dieser
Input in individuellen multisensorischen Neuronen verschiedener Hirnareale (z.B. im SC) (3). Durch
diese multisensorische Konvergenz kann der Einfluss einer Modalitat crossmodal moduliert und
prozessiert werden (4). Dies kann bei koharenten Reizen zu multisensorischer Integration oder anderen
Interaktionsprozessen flihren und dadurch Reaktionen verandern oder zur Wahrnehmungsentstehung
beitragen (5).

11
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konntein Folgestudien gezeigt werden, dass die zuvor beschriebenen Integrationsprinzipien
auch in diesem Kontext fiir Verhaltenseffekte zutreffen (Stein et al., 1988).

Durch diese Ergebnisse inspiriert, wurde auch in anderen Hirnregionen verschiedener
Speziesnachkonvergenten Projektionswegen und Neuronen gesucht, diemultisensorischen
Input kombinieren. Sensorisch konvergente Hirnareale wurden durch anatomische
Tracingmethoden und bildgebenden Verfahren zur Strukturerkennung, wie Diffusions-
Tensor-Bildgebung (diffusion tensor imaging, DTI), identifiziert und neuronale Reaktionen
durch Einzelzellableitungen im Tier oder funktionelle Neurobildgebungs-Methoden am
Menschen, wie funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRI), studiert. So wurden
beispielsweise in anderen subkortikalen Arealen, wie den Basalganglien (Nucleus
caudatus, Substantia nigra), die essentiell in sensomotorische Koordinationsfunktionen
eingebunden sind, multisensorische Integrationsprozesse festgestellt (Nagy et al., 2006).
Jedoch sind erstens sowohl Neurone des SC, als auch der Basalganglien von kortikaler
feedback-Informationsiibertragung abhingig (Jiang et al., 2001), zweitens iibersteigen
kortikale Funktionen die simplen Orientierungsreaktionen der subkortikalen Strukturen
und bieten somit eine komplexere Form der multisensorischen Kodierung und drittens
existiert konvergenter Input in einigen kortikalen Arealen. Somit lag es nahe den
Kortex auf multisensorische Prozesse zu untersuchen und es kristallisierten sich unter
anderem vier multisensorische Konvergenzregionen heraus: (i) der PPC, mit seinen
ventral, lateral und medial intraparietalen Arealen (VIP, LIP, MIP), (ii) der STS, (iii)
pramotorischer und (iv) préafrontaler Kortex. Multisensorische Neurone im PPC, der
in rdumliches Bewusstsein und die Ausfithrung gezielter Aktionen involviert ist, bilden
durch die flexible Integration verschiedener sensorischer Reize Représentationssysteme
des externalen Raumes relativ zu verschiedenen Korperteilen, die als Referenzen fiir
gezielte Aktionen genutzt werden (Schlack et al., 2005; Azafi6n et al., 2010) und weitere
Gehirnregionen raumlich updaten kénnen (Pouget et al., 2002). Im STS, der komplexe
Stimuli wie Gesichts-, Hand- und Korperbewegungen Anderer prozessiert, konnten
ebenfalls multisensorische Nervenzellen gefunden werden (Barraclough et al., 2005), die
vermutlich multisensorische Reprisentationen der fremden Bewegungsaktionen bilden,
bevor diese mit den eigenen motorischen Bahnen abgeglichen werden, um beispielsweise
gemeinsame Aufmerksamkeitsausrichtung, oder andere empathische Reaktionen zu
initiieren. Der sensorisch-motorische Abgleich findet im pramotorischen Kortex statt,
der eine entscheidende Rolle in der Implementierung des Korperschemas und des Body-
Ownerships spielt (z.B. bei der Gummiarm-Illusion) (Ehrsson et al., 2004), und auch
dort konnte multisensorische Integration in Neuronen beobachtet werden (Gentile et al.,

2011). Im vierten multisensorischen Konvergenzarial, dem ventrolateralen préfrontalen
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Kortex, wurden unter anderem audio-visuelle Kommunikationsstimuli auf neuronaler
Ebene integriert (Sugihara et al., 2006).

Jedoch stellte sich heraus, dass die klassischen Voraussetzungen fiir multisensorische
Verarbeitung, d.h. anatomische Verbindungen aus unisensorischen Signalwegen und
die Verdnderung der Feuerrate einzelner Neurone durch multisensorische Stimulation,
nicht alle Aspekte der multisensorischen Verarbeitung abdeckte, bzw. zuerst manche
Interaktionen iibersehen wurden. Zum einen hatten viele der multisensorischen Effekte,
die in Einzelzellableitungen gemessen wurden, eine lange Latenz zum Stimulus (Jiang et al.,
2001),d.h.dieisolierte VerarbeitungszeitderunisensorischenSignalewaredementsprechend
sehr lange, was fiir schnelle multisensorische Reaktionszeiten kontraproduktiv wire.
Zum anderen gab es Studienergebnisse, die zeigten, dass multisensorische Stimulation
auch unterschwellig neuronale Netzwerkaktivitit beeinflussen kann (siehe Abschnitt
2.2.3). Und schliefslich schauten viele der frithen anatomischen Studien auf Zonen die
anatomisch in der kortikalen Hierarchie hoch angeordnet waren, d.h. die konvergenten
Input aus ,vermeintlich” unisensorischen kortikalen Arealen erhielten. In der Folge zeigte
sich jedoch, dass auch frithe kortikale Hirnregionen konvergenten Input erhalten und in

die multisensorische Verarbeitung eingreifen.

2.2.3 Multisensorisches Zusammenspiel in ,modalitatsspezifischen*,
friihen Hirnregionen

Durch eine rasch steigende Anzahl multisensorischer Studien stellte sich schnell
heraus, dass neben den zuvor beschriebenen Hirnarealen auch weitere Regionen in
multisensorische Prozessierung involviert sind, die bis dahin als modalitatspezifisch
oder unisensorisch galten, bis hin zu primér-sensorischen Kortizes. Dies fiihrte zu einem
Umdenken in der multisensorischen Forschungsgemeinde und weckte das Interesse
an crossmodalen Prozessen in frithen sensorischen Arealen (Driver und Spence, 2000;
Schroeder und Foxe, 2005; Ghazanfar und Schroeder, 2006; Kayser und Logothetis, 2007;
Driver und Noesselt, 2008).

In einer systematischen, grof3flichigen Kartierung in somatosensorischen, auditorischen
und visuellen Bereichen des Rattenkortex wurden multisensorische Zellen, wie sie in
Abschnitt 2.2.2 charakterisiert wurden, wenn auch in sehr geringer Anzahl, in fast allen
kortikalen Arealen gefunden, besondersin den Grenzbereichen zwischen den sensorischen
Dominen, wo die Neurone verstarkt den multisensorischen Input integrierten (Wallace et
al., 2004b). Ebenfalls konnte in Studien mit Affen gezeigt werden, dass das Feuerverhalten

einzelner Neurone im auditorischen Kortex durch visuellen Input unter Einhaltung der drei
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Prinzipien der multisensorischen Integration (siehe Abschnitt 2.2.1 und 2.2.2) crossmodal
verdndert wird (Kayser et al., 2008). Ebenfalls verhielten sich multisensorische Neurone,
die bei Verhaltenstests, die Entscheidungsprozesse zwischen verschiedenen Stimuli
verlangten, gefunden wurden, in somatosensorischen bzw. auditorischen Kortizes nach
diesen Regeln (Lemus et al., 2010). Des Weiteren zeigte eine fMRI-Bildgebungsstudie, dass
rein-visuelle linguistische Signale (beim Lippenlesen) ausreichend sind, um die neuronale
Aktivitat im auditorischen Kortex zu aktivieren (Calvert, 1997). Tatsachlich scheinen also
Neurone in vielen kortikalen Bereichen multisensorischen Input zu prozessieren und
dariiber hinaus zu integrieren (Stein und Stanford, 2008).

Zusitzlich wurden viele crossmodale Einfliisse in sensorischen Kortizes gefunden, die
modulatorisch auf unterschwellige neuronale Aktivitit wirken und somit mechanistisch
der multisensorischen Integration individueller Neurone zugrunde liegen konnen. Diese
unterschwelligen Phianomene wurden hauptsichlich auf Ebene der LFPs gemessen.
Wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben, evozieren sensorische Stimulationen EPs/EKPs
in den entsprechenden sensorischen Arealen. Sobald ein externes Ereignis Antworten
evoziert und dadurch die Synchronisation neuronaler Netzwerke und Regelkreise extern
initiiert, konnen diese auch intern die neuronale Synchronisation mit gleichbleibendem
Potentialverlauf {iber viele Stimulationsdurchgiange aufrechterhalten, was einer evozierten
Oszillation mit zum Stimulus fester Phase entspricht (Abb. 2Ai). EEG- und MEG-Studien
am Menschen (Foxe et al., 2000; Cappe et al., 2010; Naue et al., 2011), aber auch lokale
Feldpotentialmessungen im Tier (Lakatos et al., 2007; Kayser et al., 2008), zeigten, dass
evozierte Antworten in sensorischen kortikalen Arealen sensibel auf crossmodalen Input
reagieren und dieser die evozierte Aktivitit modifizieren kann. Dies konnte sowohl in
simplen Reaktionszeittests (Molholm et al., 2002), als auch wihrend der Integration von
Eigenschaften in Objekterkennungsaufgaben (Giard und Peronnet, 1999) beobachtet
werden. Diese kortikalen Verarbeitungsprozesse der multisensorischen Signale erfolgten
zu einem sehr frithen Zeitpunkt und die flexiblen, hoch adaptiven Prozesse konnten somit
die Grundlage der multisensorischen Integration auf neuronaler Ebene bilden.
DieIntegration von Objekteigenschaften wurdesehr oft, beispielsweise in visuomotorischen
oder Kurzzeitgedachtnis-Aufgaben, mit lokaler und interregionaler oszillatorischer
Aktivitat in verschiedenen Frequenzbereichen kausal verbunden (Classen et al., 1998;
Klimesch, 1999; Busch und Herrmann, 2003). Diese Assoziation ldsst vermuten, dass
dhnliche oszillatorische Mechanismen, wie bei der Objekteigenschaftsintegration, auch
bei der Integration multisensorischer Stimuli wirken koénnten. Und in der Tat, fanden
Studien, die sich naher mit induzierter oszillatorischer Aktivitit befassten, dass diese

ebenfalls crossmodal moduliert wird (Lakatos et al., 2007) und im Menschen sogar
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A (i) Evozierte Oszillationen Abbildung 2. Schematische Darstellung
verschiedener Formen kortikaler
— oszillatorischer Aktivitdt und deren kausaler

Zusammenhang mit einem externen
(i) Induzierte Oszillationen sensorischen Stimulus. (A) Darstellung einer

evozierten (i), induzierten (ii), und spontanen
E— (iiiy  Oszillation in drei verschiedenen
Stimulationsdurchgangen. Besonders ist zu

(iii) Spontane Oszillationen beachten, dass bei der evozierten Aktivitat

der Beginn und die Phase der Oszillationen

@é;@%%& einen festen Bezug zum Stimulus haben,
bei der induzierten Aktivitat nur der Beginn,

aber nicht die Phase der Oszillationen und

Stimj},aﬁon dass es bei den spontanen Oszillationen

keinen kausalen Zusammenhang mit dem
Stimulus gibt. (B) Schematische Darstellung
des Mechanismus der Phasenrlckstellung
spontaner Oszillationen in drei verschiedenen
Stimulationsdurchgangen.

B Phasenriickstellung spontaner Aktivitat

- 1. Stimulationsdurchgang
] ﬁ ) -2. Stimulationsdurchgang
Stimulation -3. Stimulationsdurchgang

pradiktiv fiir Reaktionsgeschwindigkeiten ist (Senkowski et al., 2006). Im Vergleich zu
evozierter Aktivitdt ist zwar die Latenz zum Stimulus, nicht aber der Phasenverlauf der
induzierten Oszillationen in multiplen Versuchsdurchldufen konsistent (Abb. 2Aii). Aus
diesem Grund muss zur Untersuchung dieser Oszillationsart die elektrische Aktivitat
einzelner Stimulationsdurchginge genauer in der Frequenzdoméne betrachtet und
analysiert werden (Senkowski et al., 2007).

Oftmals sind neuronale Populationen schon bei dem Eintreffen eines externen Stimulus
in interne Synchronisationsvorgiange, d.h. spontane, fortlaufende Oszillationen (Abb.
2Aiii), involviert und konnen je nach Stimulus (Art, Intensitit, Timing) unterschiedlich
auf diesen reagieren (Buszaki, 2011). Im Falle eines primiren sensorischen kortikalen
Areals wurde sowohl im Menschen, als auch im Tier gezeigt, dass die Reaktion auf
einen crossmodalen Stimulus die Riickstellung der oszillatorischen Phase der spontanen
Aktivitat sein kann (Abb. 2B) (Lakatos et al., 2007; Kayser et al., 2008; Naue et al,,
2011; Turilli et al., 2012; Mercier et al.,, 2013). Diese Phasenkonzentrierung spontaner
Aktivitat durch einen crossmodalen Input konnte mechanistisch mit den beobachteten
multisensorischen Verdnderungen der durch den Stimulus evozierten oder induzierten

Aktivitat zusammenhéingen.
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2.2.4 Fragestellung und Motivation der Dissertation (Studie 1)

Bisher wurden diese drei crossmodalen Konzepte nicht fiir visuelle Modulation des
S1 bestdtigt. Um nun also ein ubiquitdres multisensorisches Konzept crossmodaler
Modulation in primédren sensorischen Kortizes voranzutreiben, untersucht der erste Teil
dieser Dissertation crossmodale Verdnderungen evozierter, induzierter und spontaner
Aktivitat im somatosensorischen und teilweise im visuellen Kortex und testet den kausalen
Zusammenhang der crossmodalen Phasenriickstellung der spontanen Oszillationen mit
den multisensorischen stimulusbezogenen Aktivitidtsverdnderungen.

Als zugrunde liegendes Korrelat, um Informationen von einer sensorischen Modalitat und
deren Signalwegen in frithe sensorische Areale einer anderen Modalitit zu iibertragen,
dient natiirlich wiederum Konvergenz. Nach der Entdeckung der crossmodalen
Aktivitaitsmodulation in priméren sensorischen Arealen, wurde die Konnektivitat
dieser Areale in verschiedenen Spezies anatomisch erneut auf intermodale Projektionen
untersucht. In frithen visuellen, somatosensorischen und auditorischen kortikalen
Gebieten offenbarten anatomische Studien eine Vielzahl von feedback-Projektionen
aus hierarchisch hoheren multisensorischen Arealen (Paperna und Malach, 1991;
Clavagnier et al., 2004), aber auch direkte Verbindungen zwischen primiren Kortizes
(Falchier et al., 2002; Cappe und Barone, 2005; Budinger et al., 2006; Bizley et al., 2007;
Campi et al., 2010; Beer et al.,, 2011). Allerdings wurde lange Zeit kein direkter kausaler
Zusammenhang zwischen den anatomischen Befunden und den Effekten in den frithen
kortikalen Gebieten gefunden und viele Theorien iiber mégliche Verarbeitungsnetzwerke
und Interaktionsdirektionalititen wurden aufgestellt und kontrovers diskutiert (Driver
und Noesselt, 2008). Ein Teil dieser Dissertation befasst sich mit der anatomischen
Identifizierung der direkten kortiko-kortikalen Netzwerke und deren funktionaler
Testung durch pharmakologische Interaktion. Ebenfalls testen wir, ob durch diese
Verbindungen Informationen zwischen den Kortizes ausgetauscht werden und dies zur
Synchronisation der Areale fithrt. Kohérente oszillatorische Signale kénnen ndmlich als
essentieller Mechanismus dienen, um Areale und deren Signalverarbeitung zu verbinden
(Fries, 2009), z.B. zum Zwecke der multisensorischen Wahrnehmung (Senkowski et al.,
2008).
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2.3 Sensorische Entwicklung

2.3.1 Unisensorische Entwicklung

Sensorische Netzwerke sind, wie in Abschnitt 2.1.1 und 2.1.2 beschrieben, sehr
komplex verschaltet und ermoglichen damit eine effiziente und verldssliche
Informationsprozessierung zur Wahrnehmung unserer Umwelt. Daher ist im Verlauf der
Hirnentwicklung die genaue anatomische und funktionelle Verkniipfung der neuronalen
Populationen, die an der sensorischen Verarbeitung beteiligt sind, von entscheidender
Bedeutung fiir die spitere Funktionsfihigkeit. Sowohl lokale Netzwerke mit ihren
internen Verschaltungen, wie die kortikalen Schichten (Bystron et al., 2008), als auch
Verkniipfungen iiber weite Entfernungen miissen verldsslich implementiert werden. Der
Entwicklungsprozess findet sowohl unter dem Einfluss genetischer Faktoren, als auch
elektrischer neuronaler Aktivitit statt. Beide interagieren sehr eng miteinander. Genetische
Faktoren, wie axonale chemotaktische Botenstoffe, Adhidsions- und Erkennungsmolekiile
fithren zur Entwicklung einer groben Architektur, die als Grundlage fiir strukturierte
neuronale Aktivitat dient (Goodman und Shatz, 1993; Inan und Crair, 2007).

Dennoch sind genetisch kodierte Informationen alleine nicht auszureichend, um die
Entwicklung neuronaler Netzwerke zu steuern. Zusitzliche elektrische Aktivitdt ist
essentiell, um die vorhandene grobe Konnektivitit zu verfeinern. Frithe Oszillationen
synchronisieren lokale und globale Verarbeitunsnetzwerke (Khazipov und Luhmann,
2006; Hanganu-Opatz, 2010) und sorgen damit fiir die anatomische Prézisierung dieser
durch die Ausbildung axonaler Projektionen und Synapsen-Stiarkung oder -Elimination
(Soto et al., 2012). So synchronisieren beispielsweise spontane retinale Wellen elektrischer
Aktivitat den LGN mit V1 (Mooney et al., 1996; Hanganu et al., 2006) oder einzelne
Barrel-Felder werden durch frithe Oszillationen mit den entsprechenden thalamischen
neuronalen Gruppen verbunden (Minlebaev et al.,, 2011) und dadurch raumliche und
zeitliche Vorlagen fiir die Verarbeitungsnetzwerke gebildet. Da diese elektrische Aktivitét
zu einem Zeitpunkt auftritt, an dem die sensorischen Rezeptoren der entsprechenden
Modalitdten noch nicht auf externe Stimuli reagieren, wird sie als erfahrungsunabhingig
bezeichnet.

Fiir ihre spéteren Aufgaben miissen sich die sensorischen Systeme jedoch einer Vielzahl
von Umgebungsbedingungen anpassen und dafiir ist erfahrungsabhingige Aktivitit,
ausgelost durch externe Aktivierung der sensorischen Systeme, notwendig. Die Zeitrdume,
in denen externe Inputs essentiell fiir die normale Entwicklung der verschiedenen
sensorischen Netzwerke sind und in denen sie permanent sensorische Funktionen

verandern, nennt man kritische Perioden (Berardi et al., 2000; Knudsen, 2004). Die Dauer
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und der Beginn der kritischen Perioden variiert signifikant zwischen Gehirnregionen,
sensorischen Systemen und Spezies. Deprivation normaler neuronaler Aktivitdt wahrend
dieser Entwicklungszeitfenster fithrt zu permanenten Verhaltensstérungen, wahrend
Deprivation nach der kritischen Periode die sensorische Leistung nur gering oder sogar
tiberhaupt nicht andauernd beeinflusst. Ein klassisches Beispiel ist die Reifung des
visuellen Systems und die anschlieflende Ausbildung visueller Wahrnehmung. Sowohl
klinische Studien am Menschen als auch Studien in Tiermodellen zeigten, dass monokulare
Deprivation (Abdeckung eines Auges) wéihrend einer bestimmten Entwicklungsperiode
zu einem andauernden unilateralen Verlust von visuellen Fihigkeiten, aber auch zu
morphologischen und funktionellen Verdnderungen beispielsweise im V1 (verdnderte
EPs, veriandertes Feuerverhalten der Neurone) fuhrt (Wiesel und Hubel, 1963). Ein in
den ersten Monaten unbehandelter kongenitaler Katarakt vermindert durch visuelle
Deprivation z.B. die Fahigkeit visuelle Eigenschaften zu verbinden (Putzar et al., 2007b).
Ebenso bendtigt das somatosensorische System fiir seine Entwicklung externe taktile
Einfliisse. Nach neonataler taktiler Deprivation in Ratten durch Lasion der Vibrissenfollikel
oder auch das Schneiden der Schnurrhaare verdndert sich die anatomische Feinstruktur
des Kortex, die elektrische Aktivitat im adulten Tier und das Verhalten, beispielsweise
im Gap-crossing-Test (Simons et al., 1984; Allen et al., 2003; Lee et al., 2009). Elektrische
Aktivitdt und sensorische Erfahrung in einer frithen, plastischen Periode ist also von
entscheidender Bedeutung fiir die korrekte Ausbildung der sensorische Netzwerke und

die Etablierung aller sensorischen Fahigkeiten.

2.3.2 Multisensorische Entwicklung

Wie auch Erwachsene sind Neugeborene wihrend ihrer Entwicklung nicht nur
unisensorischen Einfliissen ausgesetzt. Zudem miissen spétere multisensorische
Fahigkeiten erlernt und die Grundlagen gelegt werden, um die multisensorische
Umgebung kohdrent wahrzunehmen. So wurde multisensorische Entwicklung mit der
Hilfe von biopsychologische Tests als ein progressiver Prozess beschrieben, der in einer
Zunahme oder Spezialisierung von Wahrnehmungsfihigkeiten resultiert (Bremner, 2012;
Lewkowicz und Ghazanfar, 2009). Beispielsweise erlernen 4-8 Monate alte Kleinkinder
ihre Sprachfdhigkeiten durch multisensensorischen Input, indem sie die visuelle
Aufmerksamkeit in dieser Zeitperiode auf die Mundpartie des Sprechenden verlagern,
um redundante audiovisuelle Informationen zu sammeln (Lewkowicz und Hansen-
Tift, 2012). Wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben spielt sensorischer Input und die damit

verbundene elektrische Aktivitit in der Entwicklung eine grofie Rolle. So konnte auch
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fir multisensorische Entwicklung gezeigt werden, dass kritische Perioden existieren.
Beispielsweise sind Patienten mit kongenital-binokularem Katarakt depriviert von
normalen Sehmustern, was zu einer reduzierten audio-visuellen Interaktion (audio-
visuellen Sprachwahrnehmung) im spéteren Leben fiihrt, obwohl die visuellen Féhigkeiten
unbeeinflusst bleiben (Putzar et al., 2007a).

Mit dem Wissen iiber die Existenz von kritischen Perioden und der Notwendigkeit von
sensorischem Input wihrend der Entwicklung fiir spitere multisensorische Fahigkeiten
begannen Forscher mit der Untersuchung der Entwicklung zelluldrer neuronaler Korrelate,
die, wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, der multisensorischen Integration zugrunde
liegen (Stein et al., 2009). Aufnahmen im SC neugeborener Katzen zeigten, dass Neurone
bei der Geburt noch nicht multimodal stimuliert werden konnen (Wallace und Stein,
1997). Erst im Verlauf der ersten Wochen beginnen die Zellen auf sensorischen Input
von mehr als einer Modalitdt zu reagieren, jedoch unterscheiden sich die Antworten,
d.h. das Feuerverhalten, noch von denen adulter Tiere in Latenz und Variabilitit, die
Zellen zeigen keine multisensorische Integration (Antwort auf multimodalen Stimulus
unterscheidet sich nicht von der auf unimodalen) und die rezeptiven Felder der Neurone
sind wesentlich grofler. Auch im Sulcus ectosylvianus anterior (AES), einem Teil des
Assoziationskortizes der Katze, der sich an der Grenze zwischen parietalem, frontalem
und temporalem Lappen befindet und eng mit dem SC verbunden ist (Jiang et al., 2001),
wurde eine dhnliche zelluldre Entwicklung beobachtet, allerdings um einige Tage verzogert
(Wallace et al., 2006). Im Unterschied zu der Katze konnten im SC von Affen schon
multisensorische Neurone direkt nach der Geburt gefunden werden, was vermutlich
damit zusammenhéngt, dass Augen und Ohren der Katzen sich erst nach einigen Tagen
Offtnen und externer sensorischer Input erst nach und nach detektiert wird (Wallace
und Stein, 2001). Trotzdem entsprechen die Antworteigenschaften und die Anzahl der
multisensorischen Zellen im neonatalen Affen-SC noch nicht denen in adulten Tieren.
Zusitzlich konnte auch fiir die zelluliren Antworten gezeigt werden, dass sensorischer
Input in kritischen Perioden entscheidend fiir die spatere Funktion ist. Neurone im SC
und im AES adulter Katzen, die nach ihrer Geburt im Dunkeln, ohne jeden visuellen Input
gehalten werden, integrieren multisensorischen Input nicht (Wallace et al., 2004a; Carriere
et al., 2007). Zusitzlich entwickeln sich in dieser kritischen Periode die fundamentalen
Regeln oder Prinzipien der multisensorischen Integration (siehe Abschnitt 2.2.1, 2.2.2).
Wenn beispielsweise neugeborenen Katzen, die im Dunkeln gehalten werden, in dieser
Periode audio-visuelle Stimuli prasentiert werden, die zwar zeitlich simultan sind, jedoch
rdaumlich getrennt, integrieren SC-Neurone spéter nur crossmodale Stimuli, die die gleiche

raumliche Diskrepanz aufweisen (Wallace und Stein, 2007).
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Auch konnte gezeigt werden, dass Deprivation einer Modalitdt crossmodale, plastische
anatomische und funktionelle Veranderungen initiieren kann, die die spéatere
unisensorische Signalverarbeitung verdndert. So zeigen visuell deprivierte Katzen und
Miuse eine anatomische Veridnderung der Barrelfeldgréfie und der Vibrissendicke
(Rauschecker et al., 1992), visuell deprivierte Ratten Serotonin-induzierte funktionelle
Verdnderung der Vibrissenkartierung im S1 (Jitsuki et al., 2011) und kongenital blinde
Menschen verdnderte kortikokortikale Kommunikation bei auditorischer Stimulation
(Klinge et al., 2010).

2.3.3 Fragestellung und Motivation der Dissertation (Studie 2)

Wie in Abschnitt 2.3.1 und 2.3.2 beschrieben kann erstens unisensorischer Input sowohl
entscheidend an der Entwicklung des Netzwerks der stimulierten Modalitdt, als auch
an der crossmodalen Entwicklung von Netzwerken anderer Modalititen mitwirken
und zweitens multisensorischer Input die Reifung multisensorischer Netzwerke, z.B. im
SC, beeinflussen. Jedoch wurde bisher nicht untersucht, welche sensorischen Einfliisse
relevant sind fiir sowohl die Entwicklung neuronaler crossmodaler Mechanismen in
frithen kortikalen Arealen, wie den primidren Kortizes, die spdter eine entscheidende Rolle
bei der multisensorischen Prozessierung spielen (siehe Abschnitt 2.2.3), als auch fiir die
Entwicklung der modulatorischen Einfliisse auf unterschwellige neuronale Aktivitit, die
mechanistisch der multisensorischen Integration individueller Neurone zugrunde liegen
kann. Der zweite Teil dieser Dissertation untersucht, ob auch fiir die multisensorische
Prozessierung in primdren kortikalen Arealen, hier am Beispiel des S1, kritische Perioden
existieren. Ebenfalls soll durch die Untersuchung von Ratten in zwei unterschiedlichen
Entwicklungszustinden (vor aktiver multisensorischer Exploration bzw. in adulten Ratten
nach neonataler taktiler Deprivation) aufgeklart werden, welcher sensorische Input in
diesen Perioden entscheidend fiir die Entwicklung der multisensorischen Netzwerke und
Prozessierungsmechanismen ist. Verhaltenstests sollen Aufschluss iiber die Verdnderung
multisensorischer kognitiver Funktionen im spateren Leben nach sensorischer Deprivation

geben.
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3. Material und Methoden

3.1 Extrazellulare Feldpotentialmessungen

3.1.1 Vorbereitende operative Eingriffe

Alle Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den deutschen Gesetzen und den
Richtlinien der Européischen Gemeinschaft zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere durchgefiihrt und sind durch die lokale Ethik-Kommission bewilligt
(Antrag Nr. 21/10). Brown Norway Ratten wurden von Charles-River (Wilmington, MA,
USA) bezogen und in der Versuchstierabteilung des UKE in einem 12 Stunden-hell/ 12
Stunden-dunkel-Zyklus und Futter ad libitum einzeln bzw. in ihrem Wurf gehalten. Tiere
aus dem Brown Norway Inzuchtstamm zeichnen sich verglichen mit Albinorattenstimmen
durch eine erheblich bessere Sehschdrfe aus, z.B. vertikale Gitterschirfe, und sind
dadurch in der Lage visuelle Verhaltenstests durchzufiihren (Prusky und Harker, 2002).
Fiir die Experimente wurden sowohl ménnliche, als auch weibliche Ratten genutzt und
Messwerte beider Geschlechter wurden zur Ermittlung der Versuchsergebnisse in beiden
Studien gemittelt. In Studie 1 wurden Tiere am postnatalen Tag (P)19-22 (32-41 g) fiir die
elektrophysiologischen Messungen vorbereitet. In Studie 2 erfolgten die operativen Eingriffe
an einer Versuchsgruppe mit geschlossenen Augen (GA) im Alter von P14-P16 (25-34 g)
und in einer neonatal deprivierten Versuchsgruppe (ND) im Alter von P19-P22 (29-39 g).
Durch diese Altersstufen und den damit zusammenhingenden Entwicklungszustinden
der Ratten war gewdéhrleistet, dass die Tiere der GA-Gruppe in Studie 2 die Augen
geschlossen hatten und als Tiermodell ohne visuelle und multisensorische Erfahrung
angesehen werden konnten, wihrend die ND-Gruppe ohne neonatalen taktilen Input in
diesem Alter bereits ihre Sinne simultan nutzen konnte. Die Versuchstiere aus Studie 1
wurden im entsprechenden Alter zur ND-Gruppe untersucht und somit konnten diese
Ratten zusitzlich als Kontrollgruppe ohne neonatale sensorische Deprivation (d.h. mit
normalem taktilen Input) eingesetzt und verglichen werden. Die Operationen wurden
unter Ketamin/Xylazin-Anésthesie durchgefithrt (72/9,6 mg/kg Korpergewicht, i.p.;
Ketavet, Pfizer, NY, USA; Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland). Kdrpertemperatur,
Atemfrequenz und Schmerzreflexe wurden tiberwacht, die Augen der Ratten wurden mit
Augensalbe vor Austrocknung geschiitzt und mit Aluminiumfolie bedeckt, um intensive

Lichteinstrahlung und die damit verbundenen Ausbleichung der Retina zu vermeiden.
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Zur Freilegung der Calvaria wurden Kutis, Subkutis und Galea aponeurotica entfernt und
zwei Metallzylinder durch Dentalzement auf den Os frontale und Os interparietale des
Craniums befestigt, die zur Fixierung im stereotaktischen Aufbau dienten. Die Kraniotomie
tiber S1 und V1 in beiden Hemisphéren wurde durch Bohrungen mit einem Durchmesser
unter 0,5 mm durchgefiihrt, wodurch keine zerebrospinale Fliissigkeit oder Blut austreten
konnte. Unserer Erfahrung nach kann solch ein Fliissigkeitsverlust kortikale Aktivitdt und

neuronales Feuerverhalten reduzieren.

3.1.2 Elektrophysiologisches Messprotokoll

Extrazellulire Aufnahmen wurden unter leichter Urethan-Anisthesie durchgefiihrt
(0,5 g/kg Korpergewicht, i.p., Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Kdrpertemperatur,
Atemfrequenz und Schmerzreflexe wurden tiberwacht. Wahrend der Aufnahmen (80-
220 min nach der initialen Dosis) wurde bei Bedarf (n=12 Ratten) zusatzliches Urethan
tiber einen i.m. Katheter verabreicht (0,25-0,5 g/kg Korpergewicht). Elektrodenarrays
mit 16 Kanilen, die linear auf einem Schaft in 100 pm-Abstinden angeordnet waren
(0,5-3 MQ, Silicon Michigan Probes, NeuroNexus Technologies, Ann Arbor, MI, USA),
wurden senkrecht im S1 (2,4-2,6 mm posterior zu Bregma und 5,5-5,8 mm lateral zur
Sutura sagitalis) und V1 (6,9-7,1 mm posterior zu Bregma und 3,4-3,7 mm lateral zur
Sutura sagitalis) in beiden Hemispharen bis zu einer Tiefe von 1,6 mm eingefiihrt. Durch
langsames Absenken der Elektroden mithilfe des Stereotax konnten die Messungen
sowohl mit prézise kontrollierten Koordinaten, als auch ohne Blutungen aus der Pia
mater encephali durchgefiihrt werden. Die Koordinaten der Messungen konnten trotz
des unterschiedlichen Alters (P14-P22) in allen Versuchsgruppen genutzt werden, da
sowohl der Abstand zwischen Bregma und der Sutura lambdoidea, als auch der interaural-
Abstand, sowie die Positionen vom V1 und S1 bezogen auf das Cranium, konstant waren.
Die Elektroden wurden mit Dil (1,1’-Dioctadecyl-3,3,3,3’-tetramethylindocarbocyanin,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kenntlich gemacht, einem lipophilen Tracer, der an
die Elektrode grenzende Neurone durch laterale Plasmamembrandiffusion einférbt,
um in histologischen Schnitten post-mortem die Elektrodenspuren im S1 und V1 zu
rekonstruieren (Abb. 4C, Abb. 13B, C). Zwei Silberdrihte wurden ins Cerebellum
eingefiihrt und dienten als Erdungs- und Referenzelektroden. LFPs wurden mit einer
Abtastrate von 32 kHz mit einem extrazelluldren Multikanal-Verstiarker (Digital Lynx
10S, Neuralynx, Bozeman, MO, USA) und der Aufnahmesoftware Cheetah gemessen.
Wihrend der Aufnahmen wurde das Signal analog zwischen 0,1 Hz und 5 kHz bandpass-
gefiltert.
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3.1.3 Sensorische Stimulation

Unimodale oder bimodale Stimulationen, in Form von Lichtblitzen bzw. der Auslenkung
von Vibrissen, wurden durch eine spezialangefertigte Konstruktion, diein Zusammenarbeit
mit der technischen Werkstatt des ZMNHs (Thorsten Renz und Fritz Kutschera)
entwickelt und konstruiert wurde, durchgefiihrt, die nach der Elektrodenapplikation
vor dem Tier aufgebaut wurde (Abb. 3A). Wihrend der bimodalen oder crossmodalen
Stimulation wurden die Vibrissenauslenkungen simultan zu den Lichtblitzen initiiert,
entweder im gleichen Hemifeld (kongruent) oder in entgegengesetzten Hemifeldern
(inkongruent) in Bezug auf den taktilen Stimulus. Die Schnurrhaare wurden mit
einem prézisen Timing (0,013 + 0,81 ms) ausgelenkt mithilfe von beidseitig unter den
Vibrissen platzierten Aluminiumstében, die jeweils durch einen druckluftbetriebenen
Rundzylinder (RT/57110/M/10, Norgren, Eden Prairie, MN, USA) gesteuert durch
Magnetventile (VCA, SMC, Tokyo, Japan) (Abb. 3B) exakt bewegt werden konnten.
Um eine gerduschfreie und nichtelektrische Stimulation zu gewihrleisten, wurden die
Magnetventile auflerhalb des Versuchsaufbaus platziert und mit Schaumstoff isoliert.
Aufgrund der konstanten Auslenkstirke und -weite, blieben Muster und Dauer der
induzierten Vibrissen-Vibrationen wihrend der Versuchsdurchldufe konstant und
beeinflussten somit nicht die crossmodalen Effekte. 50 ms LED-Lichtblitze (300 Ix)
wurden fiir die visuelle Stimulation verwendet. Die LED-Lichter wurden beidseitig auf
die Augen der Ratte ausgerichtet. Eine spezialangefertigte Steuereinheit (V.115.2.09) (Abb.
3C) koordinierte die 4 verschiedenen Konditionen. Unimodale visuelle und taktile, und
kongruente und inkongruente simultane crossmodale Stimulationen wurden durch die

Steuereinheit randomisiert und mit Inter-Stimulus-Intervallen von 6,5 £ 0,5 s prasentiert.

Abbildung 3. Versuchsaufbau der
Stimulationsapparatur. (A) Versuchsaufbau mit
taktilem (Aluminiumstab, blaue Markierung)
und visuellem Stimulator (LED, rote Markierung)
aufgebaut vor der implantierten, anasthesierten
REELEEED ) Ratte und auf die Vibrissen bzw. das Auge
: ' ausgerichtet. (B) Aufbau der Magnetventile
und Druckluftzufuhr zur Steuerung der
taktilen Stimulation. (C) Spezialangefertigte
Steuereinheit zur Koordination der
Stimulationskonditionen.
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Da bei direkter Ansteuerung das Licht die Rezeptoren auf der Retina schneller erreicht als
die taktilen Stimulatoren die Whisker auslenken (rechts: 46,4 + 0,2 ms, links: 35,3 + 0,3
ms Zeitunterschied aufgrund des Druckluftschlauchtotvolumens) wurde die Verzogerung
durch einen Kontaktschalter gemessen, an das System weitergegeben und korrigiert.
Somit konnte eine simultane Stimulation gewihrleistet werden. Das nicht-stimulierte
Auge wurde mit Aluminiumfolie bedeckt und die Ohren der Tiere zusétzlich mit Watte
verschlossen. Fiir jedes Stimulationsparadigma wurde in beiden Studien 100 + 10-mal
stimuliert, mit Ausnahme der Lidocain-Experimente von Studie 1. Die Reversibilitit der
Wirkstoft-induzierten Blockade (Frostig und Xiong, 2008) reduzierte die effektiv-nutzbare
Zeit fur Stimulationen und folglich die Anzahl der Stimuli auf 50 + 10.

3.1.4 Neonatales Schneiden der Vibrissen

In der zweiten Studie wurde in der ND-Gruppe der neonatale taktile Input tber die
Schnurrhaare depriviert, indem die Vibrissen geschnitten wurden. Hierfiir wurden 3-12
h nach der Geburt samtliche Makrovibrissen mit einem Mikrorasierer (ChroMini, Moser,
Unterkirnach, Deutschland) auf eine Linge von unter 0,4 mm gekiirzt. Dieser Vorgang
wurde bis P6 alle 24 h wiederholt.

3.1.5 Blockade der V1-Aktivitat mit Lidocain

Die Blockade der Aktionspotentiale in V1 wurde in Ratten durchgefiihrt die bereits zur
Messung im Stereotax eingespannt waren. Ein Gesamtvolumen von 100-300 nl Lidocain
(4% in ACSE, Sigma-Aldrich) wurde intrakortikal mit einer Infusionsrate von 200 nl/min
durch eine 26-G-Kaniile (10 pul-Mikrospritze), die an eine Steuerungspumpe (Micro4, WPI,
Sarasota, FL, USA) angeschlossen war, injiziert. Um die Lidocain-induzierte Blockade
raumlich auf V1 zu beschrianken, berechneten wir das benétigte Substanzvolumen gemaf3

der sphérischen Volumengleichung (Tehovnik und Sommer, 1997)

V=)
—gﬂ(r)

wobei V fiir das Lidocainvolumen und r fiir den Geweberadius steht, in dem die Neurone
tiber 290 % der Zeit inaktiviert waren. Die Applikationsstelle war in der direkten Umgebung
(<0,5 mm) zur Michigan-Elektrode, die im V1 implantiert war. In vorangegangen

Studien wurde die Durchfithrung der Applikationen optimiert, so dass Nebeneftekte
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aufgrund mechanischer Gewebeschddigungen vermieden wurden. Das Einfiihren der
Mikrospritzenkaniile alleine, oder die Infusion von Losungsmittel, hatte keinen Effekt auf
die Netzwerkaktivitat (Janiesch et al., 2011). Nach der Applikation wurde die Kaniile noch
fir 1-3 min im Kortex belassen, um eine optimale Diftusion sicherzustellen. Der Erfolg
der Lidocain-Manipulation wurde durch die signifikant-reduzierten, visuell-evozierten
Antworten im V1 bestitigt (Abb. 11B).

3.2 Retrograde Neuronenfarbung und Histologie

3.2.1 Retrogrades Tracing

Anisthesierte Ratten (Studie 1: P12-15, Studie 2: GA: P12-P13, ND: P14-P15), die durch
einen speziellen Aufbau im Stereotax fixiert wurden, erhielten eine unilaterale Fluorogold
Injektion (FG, Fluorochrome, Denver, CO, USA) im S1 (2,4-2,6 mm posterior zu Bregma
und 5,5-5,8 mm lateral zur Sutura sagitalis). Ein Gesamtvolumen von 100 nl FG (5% in
PBS) wurde durch eine 26-G-Kaniile mit einer Steuerungspumpe injiziert. Die langsame
Injektionsgeschwindigkeit (30 nl/min) und das Belassen der Kaniile an der Injektionsstelle
fiir mindestens 2-3 min sicherte eine optimale Diffusion des Tracers. 3-8 Tage nach der
Injektion wurden die Ratten tief mit Ketamin/Xylazin andsthesiert und transkardial
mit 4% Paraformaldehyd (PFA) perfundiert. Zum Perfusionszeitpunkt der GA-Tiere
waren deren Augen noch immer verschlossen. Fiir die Mikroskopie wurden die Gehirne
entnommen und in 4% PFA-Lésung fiir 24-72 h postfixiert. Gewebeblocke, die S1 oder
V1 enthielten, wurden in koronaler Ebene geschnitten (100 um), luftgetrocknet und
mit einem ultravioletten Anregungsfilter unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht
(SZX16, Digital Camera DP72, Olympus, Tokyo, Japan). Zur Quantifizierung wurden FG-
gefirbte Zellen per Auge ausgezédhlt. Die Aufnahmen wurden in Helligkeit und Kontrast
mit Adobe Photoshop CS4 (Version 11.0.2) angepasst.

3.2.2 Cytochromoxidase-Farbung

Direkt im Anschluss an die elektrophysiologische Messung wurden die Ratten tief mit
Ketamin/Xylazin anisthesiert, transkardial mit 4% PFA perfundiert und die Gehirne
der Tiere entnommen. In Studie 1 wurden diese entlang der Sutura sagitalis halbiert und
jeweils eine Hailfte fiir eine Cytochromoxidase-Farbung (COX-Firbung) bzw. fiir eine
Nissl-Farbung verwendet. In der zweiten Studie wurden die isolierten Gehirne der GA-
Gruppe komplett fiir die Nissl-Farbung und die der ND-Gruppe komplett fiir die COX-
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Farbung verwendet. Da COX eine Oxidoreduktase des Komplex IV der mitochondrialen
Atmungskette ist, konnen Gehirnregionen, die sehr stoffwechselaktiv sind, wie die
Barrels im S1, angefarbt werden. Wir nutzten die Firbungen zum einen fiir eine genaue
Lokalisation der Elektrodenpositionen in transverser Ebene (Studie 1), zum anderen
dienten sie zur Untersuchung anatomischer Veranderungen der einzelnen Barrelflichen
nach neonataler taktiler Deprivation (Studie 2, ND). Dazu wurden subkortikale
Gehirnregionen entfernt und der Kortex zwischen zwei Plexiglas-Platten abgeflacht. Dies
diente dazu, alle kortikalen Regionen in eine Ebene zu bringen. Alle Gehirne wurden in 4%
PFA fiir 24-72 h postfixiert. Die abgeflachten Kortizes wurden in transverser Ebene in 100
um-Schnitte sektioniert und die Cytochromoxidase wurde angefirbt (Abb. 4B, Abb. 18B).
Hierfiir wurden die Schnitte in einer Losung inkubiert, die Diaminobenzidin (0,5 mg/ml),
Cytochrom C (0,6 mg/ml), Katalase (0,36 mg/ml), und Saccharose (44,4 mg/ml) enthielt.
Die Schnitte wurden lichtmikroskopisch und zusétzlich unter dem Fluoreszenzmikroskop
mit rotem Anregungsfilter (535-555 nm) untersucht, um die Dil-gefarbte Elektrodenspur
zu rekonstruieren. Zur Quantifizierung der Barrelflichen in der ND-Gruppe der zweiten
Studie wurden diese umrahmt und mit Adobe Photoshop CS4 in Helligkeit und Kontrast

angepasst und vermessen.

3.2.3 Nissl-Farbung

Um die Somata der Zellen anzufirben und so die genauen koronalen Positionen der
Ableitstellen in den kortikalen Laminae festzustellen, verwendeten wir die Nissl-Farbung.
Hierfiir wurden die Gehirne in koronaler Ebene in 100 pm-Schnitte sektioniert und
luftgetrocknet. Die Farbung wurde, wie zuvor beschrieben (Brockmann et al., 2011),
mit dem griin-fluoreszierenden Nissl-Farbstoff NeuroTrace® 500/525 (Invitrogen)
durchgefiihrt. Hierzu wurden die rehydrierten Schnitte iber 20 min mit NeuroTrace®
(Verdiinnung 1:100) inkubiert. Die Schnitte wurden gewaschen, mit Fluoromount
gedeckelt und mit grilnem (460-480 nm) und rotem Anregungsfilter (535-555 nm)
unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Aufnahmen wurden in Helligkeit und

Kontrast mit Adobe Photoshop CS4 angepasst.

3.3 Verhaltensversuche

Die fiir die Verhaltensversuche verwendeten Tiere wurden direkt nach der Geburt taglich
gewogen. Kontroll- und ND-Ratten wurden im Open-Field und nach einer zweitdgigen

Familiarisierungsphase in einem mehrstufigen crossmodalen Objekterkennungsversuch

26



Kapitel 3 Material und Methoden 3.3.1

getestet. Alle Versuche wurden in einer rechteckigen schwarzen Plexiglas-Versuchsarena
mit weiflem Boden durchgefiihrt, um den Kontrast der dunklen Ratten zu optimieren.
Die Abmessungen der Arena (L: 52 cm, B: 30 cm, H: 32 cm) waren so bemessen, dass
das exploratorische Verhalten der Versuchstiere maximal war, wiahrend zufélliger Kontakt
zu Objekten in der Arena minimiert wurde (Kriiger et al., 2012). Das Verhalten der
Ratten wurde mit einer 90 cm iiber der Arena hingenden schwarz-weifs CCD-Kamera
gefilmt (VIDEOR TECHNICAL E. Hartig GmbH, Rodermark, Deutschland) und mit
der Video-Mot2-Software analysiert (TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland).
Sieben unterschiedlich geformte Testobjektpaare wurden fiir die Versuche verwendet
(Abb. 27C), jedes einzelne davon kleiner als die doppelte Grof3e einer Ratte (H: 5-9 cm,
Durchmesser: 3-4,5 cm) und ohne irritierende, lebewesensdhnliche Formen (Augen- oder
Raubtierformen). Unter dem Arenaboden wurde eine Metallplatte platziert, mit der die
Objekte in den verschiedenen Versuchsdurchldufen magnetisch fixiert werden konnten.
Fiir die rein-visuellen Tests wurden Glasgefale (L: 6 cm, B: 5,5 cm, H: 10,5 cm) tiber die
Objekte gestiilpt, um die Ratten an der taktilen Exploration der Objekte zu hindern. In
den rein-taktilen Tests wurde das Licht ausgeschaltet und die Arena ausschliefSlich iiber
eine 18 W rot-gefarbte Lampe beleuchtet, so dass die Ratten keine visuellen Information
tiber die Objekte erlangen konnten. Nach jedem Versuch wurde die Arena mit Ethanol

(70%) gereinigt.

3.3.1 Open-Field-Test

Am 1.-3. Tag nach Augenéfinung (P17-P19) wurde das exploratorische Verhalten der
Ratten mit einem Open-Field-Test untersucht. Hierbei konnten sich die Versuchstiere
in der leeren Arena fiir 15 min frei bewegen. Der Boden der Arena wurde digital in 16
Zonen gleicher Grofie eingeteilt, die sich entweder in der Arenamitte (offenes Feld=Open-
Field), dem Rand oder in den Ecken befanden (4 Zonen in den Ecken, 8 am Rand, 4
im offenen Feld). Dauer und Hiufigkeit von verschiedenen Verhaltensmustern der
Ratten, d.h. Rearing, Wall-Rearing und Grooming (Aufrichten, Aufrichten an der Wand,
Putzverhalten), wurden quantifiziert. Ebenfalls wurden die Zeiten, die die Versuchstiere
in jeder Zone verbrachten, die Latenzen zum ersten Betreten der Zonen, und die Distanz

und Geschwindigkeit, die sie dort zuriicklegten, gemessen.

3.3.2 Familiarisierung

5 Minuten nach der Explorationsphase im Open-Field wurden die Ratten zur
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Familiarisierung fiir 5 Minuten in die Versuchsarena gesetzt, in der nun beide Glasgefifie
platziert waren, die wihrend der rein-visuellen Objekterkennungsversuche als Abdeckung
der Objekte verwendet wurden. Am darauf folgenden Tag wurden die Ratten erneut fiir 5
Minuten zur Familiarisierung in die Arena mit den GlasgefafSen gesetzt. Dieser Phase folgte
eine 10-miniitige Explorationsphase in der rein-taktilen Kondition, d.h. ausschlief3lich
unter roter Beleuchtung. Diese Explorationsphasen familiarisierten die Tiere mit der

Versuchsarena und den Glasabdeckungen sowohl mit, als auch ohne visuellen Input.

3.3.3 Crossmodaler Objekterkennungstest

Wihrend der auf die Familiarisierungsphase folgenden drei Tage (P19/21-P21/23)
wurden die Ratten in drei von fiinf Objekterkennungstests untersucht: bimodal,
unimodal-visuell, unimodal-taktil, crossmodal visuell-taktil und crossmodal taktil-
visuell. Jeder dieser Tests bestand aus einer Probephase, in der die Ratte zwei gleiche
Versuchsobjekte explorieren konnte, die 15 cm von den Réndern und 10,5 cm vom
Mittelpunkt der Arena entfernt waren, und einer anschliefenden Entscheidungsphase,
in der eines der Objekte aus der Probephase bekannt, wahrend das zweite neu war (alle
Objekte wurden zufdllig ausgewdhlt). In beiden Phasen wurde das Versuchstier mittig
an die Langswand der Versuchsarena gesetzt mit dem Riicken zu den Objekten. Beide
Testphasen dauerten 10 min, dazwischen wurde das Tier fiir 5 min in einen Haltekdfig
gesetzt. Ausgewertet wurde die Objektinteraktion mit dem Objekterkennungsmodul
der Video-Mot2-Software und einer 3-Punkt-Tracking-Methode, die die Bewegungen
des Kopfes, des Schwanzes und des Massenschwerpunkts der Ratte identifizierte und
aufzeichnete. Um die Versuchsgegenstinde wurden 2 cm-breite Objekterkennungszonen
definiert und die Interaktionsdauer gemessen, die als Verweilzeit des Kopfes der Ratte
in der Objektzone definiert wurde. Das Hinaufklettern oder Sitzen auf Objekten wurde
von der Interaktionszeit abgezogen. Aufgrund der kiirzeren Aufmerksamkeitsspanne
der Ratten wihrend der rein-visuellen Testphasen, wurden in diesen die ersten 2
Minuten ausgewertet, in allen anderen Konditionen die ersten 5 Minuten. Ratten, die
in der Probephase nicht mit den Objekten interagierten wurden von der Auswertung
ausgeschlossen. Das Interaktionsverhiltnis wurde berechnet, indem die Zeit, in der die
Ratte mit dem neuen Objekt interagierte, durch die Gesamtinteraktionszeit geteilt wurde.
Die Objekterkennungstests begannen einen Tag nach der Familiarisierungsphase fiir
alle Versuchstiere mit dem bimodalen Paradigma. Die Tiere konnten in der Probe- und
Entscheidungsphase visuell und taktil mit den Objekten interagieren. Am darauf folgenden

Tag wurden die Tiere zufillig entweder im unimodal-visuellen Test, bei dem in beiden
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Testungsphasen durch die Glasgefif3e die taktile Interaktion unterbunden wurde, oder im
unimodal-taktilen Test, bei dem in beiden Phasen keine visuelle Exploration mdoglich war,
untersucht. Am dritten Tag wurden die Tiere wiederum zufillig ausgewahlt und in den
crossmodalen Versuchsbedingungen getestet, bei denen in einer Phase nur visuell, in der

anderen nur taktil interagiert werden konnte.

3.4 Datenanalysen

3.4.1 Berechnung der evozierten Potentiale

Kontinuierliche LFP-Messungenwurdenoftlineineinzelne 1000 ms-Stimulationszeitfenster
unterteilt (300 ms préastimulus bis 700 ms poststimulus) und dem korrespondierenden
Stimulationsparadigma zugeordnet (unimodal visuell oder taktil, crossmodal kongruent
oder inkongruent). Diese Zeitfenster wurden fiir jede Messung gemittelt. Epochen, die
Stimulations- oder Messartefakte beinhalteten, wurden ausgeschnitten. Die Eigenschaften
der resultierenden evozierten Potentiale wurden genutzt, um die Position der Ableitstellen
in den kortikalen Arealen der einzelnen Ratten zu bestitigen (maximale Amplitude der
EPs in kortikaler Lamina IV, Polarititsumkehr an der Grenze zwischen Lamina III und
IV). Diese laminare Organisation wurde durch die Histologie abgesichert (Spur der Dil-
markierten Elektrode), wobei Stromquellendichte-Analysen (current source density,
CSD) eine funktionelle Identifizierung der supragranuldren (S), granuldren (G) und
infragranuldren (I) Schichten mit einer hoheren rdaumlichen Auflésung erméglichten.
Eindimensionale CSD-Profile wurden mit einer fiinf-Punkte-Formel berechnet
(Nicholson und Freeman, 1975). Die CSD-Werte I wurden aus den geglétteten zweiten
raumlichen Ableitungen des extrazelluldren Feldpotentials @ erhalten und durch folgende
Formel errechnet:
1 n
In = e z am ©(r + mh)
m=-n

Hierbei steht h fir die Distanz zwischen den Ableitstellen (100 pm) und r ist die
Koordinate senkrecht zu den kortikalen Schichten (n =2,k =7,a =-2,a,, = -1 und
a,, = 2). Die blaue Farbe in den farbkodierten Spektren zeigt Stromsenken, wihrend die
rote Farbe Stromquellen reprasentiert. Die Anzahl der Zeitfenster, zusammengefasst fiir
alle Ratten, wurde in den einzelnen Studien fiir die Stimulationskonditionen konstant
gehalten: Studie 1 von Ableitstelle 1 (oben) bis 16 (unten): 707, 902, 1256, 1264, 1566,
1760, 1754, 1769, 1754, 1755, 1664, 1462, 1567, 1461, 1310, 983; Studie 2 GA: 98, 98,

29



Kapitel 3 Material und Methoden 342

376, 5569, 708, 721, 712, 708, 709, 708, 714, 696, 710, 664, 540, 530; ND: 489, 587, 585,
581, 688, 682, 684, 677, 686, 674, 677, 574, 572, 561. Der Beginn der EPs wurde fiir jeden
Versuchsdurchgang iber die Verzégerung zwischen Stimulus und erster EP-Auslenkung,
die die doppelte Standardabweichung der Grundaktivitit (-300 ms bis 0 ms) {iberstieg,
berechnet. Die Peaks der EPs wurden als lokale LFP-Maxima/Minima in mobilen 100 ms-
Zeitfenstern berechnet. Die Spitzen wurden als positiv (P) oder negativ (N) bezeichnet
aufgrund der Oberflichenpolaritit. Die Amplitude und Latenz dieser Peaks in Bezug
auf den Stimulus wurden fiir alle Versuchsdurchginge gemittelt und zusammen mit
dem EP-Beginn auf Normalverteilung und signifikante Unterschiede korrigiert mit
der Bonferroni-Holm Methode getestet. Zur Berechnung der Punktwolken wurden
die Amplituden der P1- und N1-Peaks der EPs (Abb. 5C) in der jeweiligen kortikalen
Schicht und Stimulationsbedingung fiir sdmtliche Versuchsdurchginge aller Ratten
randomisiert und gegeneinander aufgetragen. Signifikante Veranderungen zwischen den
Amplitudenverteilungen wurden festgestellt, indem die Euklidischen Abstdnde zwischen
Punkten, die zu einer Stimulationsbedingung gehorten (intercluster Euklidischer Abstand)
und der Euklidische Abstand aus Durchgingen, die zu zufillig gemischten Bedingungen
gehorten (intracluster Euklidischer Abstand), berechnet und gegeneinander getestet
wurden. Der Effekt der Lidocain-induzierten V1-Blockade wurde durch die Berechnung
der Fliche unter der Kurve jeder taktilen Antwort im S1 und visuellen Antwort im V1

unter Kontrollbedingungen und nach der Injektion erfasst.

3.4.2 Spektralanalyse der induzierten Aktivitat

Fiir jeden Stimulationsdurchgang wurden die kontinuierlichen Wavelet-Koeflizienten C
fiir 1500 ms-Stimulationszeitfenster (500 ms prastimulus bis 1000 ms poststimulus) auf

der Frequenzskala a an der Position b mit der folgenden Formel berechnet:

1 t—b,
Cap = [ @O WD
R
Hierbei ist ¥ ein Morlet-Wavelet. Diese Spektren wurden, um 1/f-Rauschen zu vermeiden,
auf die Koefhizienten der Grundaktivitit (100-300 ms prastimulus) in allen Frequenzen
normalisiert. Durch die Korrektur des 1/f-Rauschens und die niedrige Zeitauflosung
der Wavelets ist das Timing der Energiemodulation etwas unpriziser in den niedrigen
Frequenzbereichen. Grundaktivitiat-normalisierte Wavelets wurden fiir alle Ratten

gemittelt und die einzelnen Koeflizienten wurden auf signifikante Unterschiede zwischen
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unimodalen und crossmodalen Stimulationsbedingungen gepriift. Groéflere kohirente
Gruppen (>50 zusammenhingende Punkte) signifikant unterschiedlicher Koeffizienten
wurden in Zeit-Frequenzfenster gruppiert (Studie 1: (alle Schichten) Fenster I-IV: 150-
230 ms/30-100 Hz, 440-550 ms/30-100 Hz, 850-900 ms/30-100 Hz, 115-915 ms/4-8 Hz;
Studie 2: GA (alle Schichten) Fenster I-IV: 161-219 ms/15-40 Hz, 193-258 ms/43-100 Hz,
303-372 ms/35-100 Hz, 808-918 ms/23-53 Hz; ND (S) Fenster I-V: 74-88 ms/68-100 Hz,
174-190 ms/54-99 Hz, 328-336 ms/62-78 Hz, 127-170 ms/18-39 Hz, 171-203 ms/18-44
Hz, (G) Fenster I-IV: 115-170 ms/15-100 Hz, 171-214 ms/15-100 Hz, 704-784 ms/11-16
Hz, 785-855 ms/11-26 Hz, (I) Fenster I-IV: 111-170 ms/15-100 Hz, 171-211 ms/15-100
Hz, 644-763 ms/11-17 Hz, 764-878 ms/11-26 Hz), gemittelt und auf Signifikanz zwischen
den Bedingungen getestet. Die Amplitude induzierter Oszillationen in verschiedenen
Frequenzbindern wurde fiir individuelle Versuchsdurchginge (300 ms prastimulus
bis 700 ms poststimulus) mit Hilfe der Hilbert-Transformation zuvor gefilterter Daten
(Butterworth Bandpassfilter dritter Ordnung) berechnet und fiir alle Versuchsdurchginge
gemittelt. Die mittleren Amplituden der Oszillationen wahrend Zeitfenstern vor (50-
150 ms prastimulus) und nach dem Stimulus (75-175 ms und 300-400 ms poststimulus)

wurden auf signifikante Unterschiede getestet.

3.4.3 Phasenanalyse

Die Phasenverteilung zwischen verschiedenen Versuchsdurchgiangen wurde zuerst durch
die Berechnung der mittleren Linge des resultierenden Phasenvektors charakterisiert.
Dafiir wurden LFPs in einem 1500 ms-Stimulationszeitfenster (500 ms prastimulus
bis 1000 ms poststimulus) in drei bzw. vier verschiedenen Frequenzbereichen gefiltert
(Butterworth Bandpassfilter dritter Ordnung: 4-12 Hz; 12-30 Hz; 30-100 Hz oder 4-8 Hz;
8-12 Hz; 12-30 Hz; 30-100 Hz). Die Phase der oszillatorischen Aktivitit wurde durch
die Hilbert-Transformation extrahiert und stimulusbezogene Phasenwerte der einzelnen
Versuchsdurchgange wurden unter Zuhilfenahme von zirkulér-statistischen Methoden
analysiert (Circular Statistic Toolbox). Aufgrund des digitalen Nullphasen-Filterns blieb
die Phase zwar unverzerrt, aber die Zeitauflosung der Phasenverteilung war sehr gering.
Die mittlere resultierende Vektorlinge wurde in jeder Frequenz und zu jedem Zeitpunkt
berechnet und mit der resultierenden Phasenvektorlinge der Grundlinienaktivitat
normalisiert (300-500 ms prastimulus). Das 99%-Konfidenzintervall wurde mit einer auf
die Anzahl aller Zeitpunkte ausgelegten z-Wert-Korrektur berechnet (n=1628, z=4,5214).
Zusatzlich wurden die per Hilbert-Transformation extrahierten Phasenwerte der einzelnen

Versuchsdurchgange im Theta/Alpha-Frequenzbereich (4-8 Hz/8-12 Hz) in polaren
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Histogrammen dargestellt, um die Phasenverteilungen zu spezifischen Zeitpunkten (250
ms prastimulus, sowie 50 ms, 150 ms und 250 ms poststimulus) und deren resultierenden

Vektor zu bestimmen.

3.4.4 Koharenzanalyse

Die Synchronitit der oszillatorischen Aktivitat zwischen den verschiedenen S1- und V1-
Laminae in verschiedenen Frequenzbereichen wurde mithilfe der Magnitudenquadrat-

Kohirenz C iiber die Frequenz f mit der folgenden Formel berechnet:

o= P OF
Pex(DPyy
Hierbei stehen x und vy fiir die Signale aller Versuchsdurchginge eines Tieres in der
jeweiligen Stimulationsbedingung in den gemessenen Arealen (1, V1), P_bzw. P_ fiir die
entsprechende Spektrale Leistungsdichte und P_ fiir die Spektrale Kreuzleistungsdichte.
Auf diese Art wurde die Kohdrenz 0-1000 ms poststimulus zwischen den Kortizes
in den unterschiedlichen Stimulationsbedingungen berechnet (C, nach unimodal-
visueller Stimulation, C nach unimodal-taktiler Stimulation, C_ nach crossmodaler
Stimulation). Von diesen gemittelten poststimulus-Kohdrenzen wurden die gemittelten
prastimulus-Kohédrenzen abgezogen (0-1000 ms préstimulus, C,, C,, C,.), um eine
stimulationsinduzierte Veranderung der Koharenz festzustellen. Da in der crossmodalen
Stimulationsbedingung in beiden Kortizes Antworten evoziert wurden, die eine hohe
stimulationsinduzierte Kohdrenz aufwiesen, jedoch nicht aufgrund einer Synchronisation
der Gehirnareale, sondern einer dhnlichen Form und Zeitverlaufs der evozierten
Antworten, die durch die parallele feedforward-Prozessierung zustande kamen, wurden
Versuchsdurchgiange nach taktiler Stimulation randomisiert und die Kohdrenz dieser
mit randomisierten visuellen Versuchsdurchgingen berechnet (C,. ). Von dieser wurde

ebenfalls die gemittelte prastimulus-Kohdrenz abgezogen (C, .). Die tatsichliche

PVT
supraadditive, crossmodale Kohdrenzinderung C, wurde nach folgender Formel

berechnet:

Cs = (C¢c — Cpc) — ((Cy — Cpy) + (Cr — Cpr) + (Cyr — Cpyr))

Zur Quantifizierung und Signifikanztestung wurden die Mittelwerte dieser supraadditiven
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relativen Kohdrenzanderungen iiber 12-80 Hz gemittelt und gepriift. Die Kohérenzen
wurden sowohl ipsilateral zwischen S1 und V1 berechnet, wobei beide Kortizes
kontralateral zur taktilen und visuellen Stimulation lagen, als auch kontralateral zwischen

S1 und V1, wobei sich nur S1 kontralateral zu beiden Stimulationen befand.

3.4.5 Direktionalitatsanalyse

Um Verianderungen der Direktionalitdt des Informationsflusses zwischen den kortikalen
Arealen zu analysieren, benutzten wir eine Methode basierend auf der Granger-Kausalitat
(Granger, 1969), berechnet mithilfe der BSMART Toolbox (Cui et al., 2008). Fiir die
verschiedenen Stimulationsbedingungen wurde der Granger-kausale Einfluss I von j

auf i (Schichten im V1 auf Schichten im S1 und umgekehrt) mit der folgenden Formel

V2
/ <V]1 - ﬁ) |Hj; (f)|2\

I_;i(f) = —log| 1—
e s 5;:(D

berechnet:

Hierbeiist V(f) die Rauschkovarianz, H(f) die Transferfunktion und S(f) die Spektralmatrix
der bivariaten Modelle von X, bzw. X.. Um die stimulationsinduzierte Kausalititsinderung
zuberechnen, wurden von den poststimulus-Granger-Einfliissen (0-1000 ms poststimulus)
die prastimulus-Werte (0-1000 ms préastimulus) in den verschiedenen Konditionen
abgezogen. Dies geschah fiir 800 ms-Zeitfenster, die in 4 ms-Schritten iiber die komplette
Zeit verschoben wurden (51 Zeitfenster). In der crossmodalen Stimulationsbedingung
erreichten die evozierten Antworten S1 kurz vor V1, wodurch eine hohe Granger-
Kausalitit resultierte, die jedoch durch die parallele feedforward-Prozessierung zustande
kam und nicht durch kortikale Kommunikation der gemessenen Hirnregionen. Um
diese artifizielle Kausalitdt herauszurechnen, wurden die kausalen Einfliisse fiir kortikale
Signale kalkuliert, die in der Zeitdomédne gespiegelt wurden (von 0 bis 1000 ms post- bzw.
prastimulus), und von den zuvor berechneten Kausalititen abgezogen. Dies wurde fiir
jede Stimulationskondition durchgefiihrt und zur Quantifizierung und Signifikanztestung

iber das komplette Spektrum gemittelt und gepriift.

3.5 Statistik

Die Daten wurden mitspezialprogrammierten Routinenin Matlab Version 7.7 (MathWorks,

Natick, MA, USA) importiert und offline analysiert. Im Text angegebene Werte stellen die
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Mittelwerte + Standardfehler des arithmetischen Mittels dar. Alle Testvariablen wurden
mit dem Lilliefors-Test auf Normalverteilung getestet (a=0,05), und anschlieflend der
zur Verteilung passende statistische Test gewdhlt (T-Test, Kruskal-Wallis-Test, ANOVA).
Die Signifikanzgrenzen p<0,05 (*), p<0,01 (**), und p<0,001 (***) wurden detektiert und

entsprechend gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Mechanismen der crossmodalen visuellen Modulation
taktiler Prozessierung im primaren somatosensorischen
Kortex (Studie 1)

4.1.1 Evozierte Potentiale im S1 nach unimodaler im Vergleich zu
visuell-taktiler Stimulation

Wir begannen unsere Studien mit der Untersuchung des Einflusses unimodaler
Stimulationen (Lichtblitze und Auslenkungen der Vibrissen) auf das Lokale Feldpotential,
das iiber die gesamte kortikale Tiefe des posterioren medialen Barrel-Feldes im S1 (Abb.
4, 5A) leicht Urethan-andsthesierter Brown Norway Ratten gemessen wurde (n=10).
Da alle elektrophysiologischen Untersuchungen unter Urethan-Andsthesie und damit
schlafihnlichen Bedingungen durchgefithrt wurden (Clement et al., 2008), wurden

storende Einfliisse durch spontane Vibrissenbewegungen (Whisking) und durch

Abbildung 4. Positionen der
Messelektroden im Barrel-Feld des
S1 und im V1 wahrend des visuell-
taktilen Stimulationsparadigmas.
(A) Schematische Darstellung der
sensorischen Stimulation mittels
Vibrissenauslenkung und/oder
Lichtblitzen sowie die Positionen
der Michigan-Arrays im S1 und
V1 der Brown Norway Ratten. (B)
Digitale = Rekonstruktion  der  Dil-
markierten Elektrodenspur (rot) im
posteriomedialen Barrel-Feld von COX-
gefarbten abgeflachten Schnitten. In
der Mehrheit der Messungen waren die
Aufnahmeelektroden Uber einem Barrel
zentriert. (C) Digitale Rekonstruktion der
Position der Dil-markierten Elektrode
(orange) in Nissl-gefarbten (gran) 100
um-dicken koronalen S1- (i) und V1- (ii)
Schnitten.
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Abbildung 5. Unimodale evozierte Antworten im S1 und V1. (A) Digitale Rekonstruktion der Dil-
markierten Elektrodenspur (rot) in den verschiedenen kortikalen S1-Laminae Nissl-gefarbter (griin)
100 pm-dicker koronaler Schnitte. (B) Gemittelte, durch Vibrissenauslenkung (cyanfarbener Pfeil)
evozierte taktile Potentiale (cyan), und deren korrespondierende CSDs, dargestellt iber alle Schichten
des kontralateralen S1. Die Zahlen auf der linken Seite entsprechen den Elektrodenableitstellen
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Aufmerksamkeitseffekte, die multisensorische Integrationsprozesse auf multiplen Ebenen
stark modifizieren konnen (Talsma und Woldorff, 2005), vermieden.

Im kontralateralen S1 evozierten Vibrissenstimulationen elektrische Antworten mit
schnellem ersten Peak, gefolgt von langsameren Komponenten mit positiver oder
negativer Polaritdt (Abb. 5B, C). Durch Mitteln solcher LFP-Antworten iiber eine grofle
Vibrissenstimulationsanzahl (100/Ratte) ergaben sich mittlere evozierte Potentiale
(EPs) mit prézise zum Stimulus getimtem Einsatz. In einer bestimmten kortikalen Tiefe,
entsprechend den supragranuldren, granuliren und infragranuliren Schichten des
kontralateralen S1 (Abb. 5B), gab es keinen signifikanten Unterschied der Einsitze und
der Verzogerung der ersten EP-Peaks zwischen den untersuchten Ratten (S, p=0,19; G,
p=0,19; I, p=0,26). Die taktile Stimulation evozierte eine kleinere Antwort im ipsilateralen
S1 (Abb. 5D), die sehr wahrscheinlich aus einer Aktivierung nicht-kreuzender
Projektionen resultierte. Die zum Stimulationszeitpunkt getimten multi-Komponenten-
EPs im kontralateralen S1 wurden von einem Wechsel der Stromsenken zu Stromquellen
an der Grenze zwischen granuliren und supragranuliren Schichten begleitet (Abb.
5B). In der granuldren Lamina hatten die EPs die kiirzeste Verzogerung zum Stimulus
(12,8 £ 0,6 ms, n=1769 unimodale Stimulationsdurchginge) und ihr erster Peak zeigte
im Verglich zu den Peaks der anderen Schichten die grofite absolute Amplitude (552,9
+ 7,1 uV, n=1754 Versuchsdurchginge, p<0,001), sowie positive Oberflaichenpolaritit
(P1). Passend zu der feedforward-Aktivierung, die bereits zuvor in priméren kortikalen
Arealen nach Stimulation beschrieben wurde (Schroeder et al., 1998; Fu et al., 2003),
wurde die granuldre Antwort signifikant vor den initialen Antworten der supragranuldren

(Beginn 16,4 + 1,0 ms, n=1032 Stimulationsdurchgénge) und infragranuldren Schichten

aus (A). (C) Eigenschaften der unimodalen EPs in verschiedenen S1-Laminae. Fur alle EPs wurden
die Peak-Zeitpunkte (At) und die Amplituden (AA) in Bezug auf den Stimulationsbeginn (schwarze
gestrichelte Linie) berechnet und fur eine reprasentative Ableitstelle aus den supragranularen
(oben), granularen (Mitte) und infragranularen (unten) Schichten des S1 dargestellt. Besonders ist zu
beachten, dass der erste EP-Peak in den granularen und infragranularen Laminae negative Polaritat, in
der supragranularen Schicht und damit an der kortikalen Oberflache jedoch positive Polaritat besitzt.
Der EP-Beginn wird durch die grauen Sterne markiert. Die Zahlen auf der linken Seite korrespondieren
zu den Elektrodenableitstellen aus (A) und (B). (D) Gemittelte, durch Vibrissenauslenkung
(cyanfarbener Pfeil) evozierte taktile Potentiale (cyan), und deren korrespondierende CSDs, dargestellt
Uber alle Schichten des ipsilateralen S1. (E) Gemittelte, durch Lichtblitze (griner Pfeil) evozierte
visuelle Potentiale (grun), und deren korrespondierende CSDs, dargestellt Uber alle Schichten des
kontralateralen S1. (F) Gemittelte, durch Lichtblitze (gruner Pfeil) evozierte visuelle Potentiale (grun),
und deren korrespondierende CSDs, dargestellt Uber alle Schichten des kontralateralen V1. In (B), (D),
(E) und (F) werden Stromsenken (einwarts-gerichteter transmembraner Nettostrom) in Blau dargestellt,
Stromquellen (auswarts-gerichteter transmembraner Nettostrom) in Rot.
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(Beginn 14,9 + 0,5 ms, n=1457 Stimulationsdurchgidnge) ausgelost (p<0,001, p=0,001).
Dem ersten EP-Peak folgten nach einer langen Verzogerung (~150-400 ms) zwei bis
drei zusitzliche Peaks mit positiver oder negativer Polaritit und geringerer Amplitude
(Tabelle 1, 2). Der ausgeprégteste unter ihnen hatte negative Oberflachenpolaritdt (N1)
und den frithesten Peak-Zeitpunkt in der granuldren Schicht (154,0 + 2,3 ms, n=1754
Stimulationsdurchginge). Im Unterschied zur Vibrissenauslenkung evozierte ein kurzer
Lichtblitz nach 73,6 + 4,3 ms eine Antwort im kontralateralen S1, die signifikant kleiner
war und gleiche Polaritit in allen kortikalen Schichten aufwies (Abb. 5E). Wie erwartet
wurde der kontralaterale V1 durch die Lichtstimulation stark aktiviert (Abb. 5F).

Im folgenden Schritt wurden die taktile und visuelle Stimulation simultan in entweder dem
gleichen Hemifeld (kongruent) oder in entgegengesetzten Hemifeldern (inkongruent)
in Bezug auf den taktilen Reiz initiiert (Abb. 6). Verglichen mit unimodalem P1 und
N1 (552,9 £ 7,1 uV, 9,6 + 2,7 V), aber auch den Peaks der arithmetischen Summe der
unimodalen Stimuli (536,9 + 8,0 uV, 123,5 + 3,8 uV), rief kongruente visuell-taktile
Stimulation eine stirkere S1-Aktivierung hervor (Abb. 6Ai). Besonders die absolute
Amplitude beider Peaks in der granuldren Schicht war verstirkt (P1: 581,8 + 6,9 uV,
p<0,001, N1: 133,1 £ 2,5 pV, p<0,001, n=1754 crossmodale Stimulationsdurchgénge).
Wihrend der Beginn der EPs (11,4 £+ 0,3 ms, n=1769 Stimulationsdurchgénge) und der
P1-Peak-Zeitpunkt (26,0 £ 0,2 ms, n=1769 Stimulationsdurchgénge) sich nicht zwischen
unimodaler und crossmodaler Bedingung unterschieden, trat der N1-Peak wesentlich
schneller nach visuell-taktiler Stimulation auf (137,6 + 1,5 ms, n=1754, p<0,001). Im
Gegensatz dazu wurden keine vergleichbaren supraadditiven Effekte der EPs durch
inkongruente bimodale Stimulation evoziert (Abb. 6Aii). Der Beginn des crossmodal-
verstarkten ersten EP-Peaks im S1 war deutlich vor dem frithesten Beginn der durch Licht-
evozierten Antwort im kontralateralen V1 (37,3 + 0,8 ms) (Abb. 5F). Damit vergrofierte
der visuelle Reiz das somatosensorisch-evozierte Potential schon vor der Aktivierung
des V1. Die supraadditiven Effekte nach bimodaler Stimulation wurden nicht durch die
Volumenleitfahigkeit des Gehirngewebes beeinflusst. Dies wurde durch eine Analyse der
Stromquellendichte (=current source density, CSD) bestitigt (Abb. 6B). Die Amplitude
der P1- und N1-CSD-Signale war entsprechend den aus den LFPs berechneten EPs
verstarkt verglichen mit unimodaler Stimulation oder der arithmetischen Summe aus
visueller und taktiler Antwort. Die Berechnung der inter- und intracluster Euklidischen
Abstdnde fiir die P1/N1-Amplitudenverteilung der unimodalen und crossmodalen EPs
bestitigte eine signifikante visuell-somatosensorische Verstirkung nach kongruenter (S,
p=0,06; G, p<0,001; I, p<0,001), aber nicht nach inkongruenter Stimulation (Abb. 6C).

Die crossmodale Verstarkung war also nur signifikant, wenn visueller und taktiler Reiz
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Abbildung 6. Unimodale und crossmodale evozierte Antworten im kontralateralen S1-Barrel-Feld. (A)
Gemittelte Potentiale evoziert durch visuelle (grin), taktile (cyan) und crossmodale (gelb) Stimulation
in supragranularen, granularen und infragranularen S1-Schichten im Vergleich mit der arithmetischen
Summe taktiler und visueller Antworten (magenta). Die bimodale Stimulation wurde entweder
kongruent (i) oder inkongruent (ii) durchgefuhrt. Das eingefugte Bild in der Abbildung zeigt die Stimulus-
evozierte Antwort in der granuldren Schicht in einer starkeren VergrofRerung. Besonders zu beachten
ist die Anwesenheit eines supraadditiven Effekts auf die ersten positiven (P1) und negativen (N1)
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Peaks nach kongruenter Stimulation, der aber nach inkongruenter Stimulation nicht vorhanden ist.
(B) Gemittelte CSD-Signale nach visueller (grin), taktiler (cyan) und kongruenter crossmodaler (gelb)
Stimulation in supragranularen, granularen und infragranularen S1-Schichten im Vergleich mit der
arithmetischen Summe taktiler und visueller Antworten (magenta). Die bimodale Stimulation wurde
entweder kongruent (i) oder inkongruent (ii) durchgefuhrt. Das eingefligte Bild in der Abbildung zeigt
den supraadditiven Effekt auf P1 und N1 in einer starkeren VergrofRerung. (C) Punktwolken der P1-
und N1-EP-Amplituden samtlicher Ratten, aufgenommen an der gleichen Stelle in supragranularen,
granularen und infragranuldren Laminae. Kongruente (i), aber nicht inkongruente (ii) Stimulation
fuhrte zu einer signifikanten (p<0,001) Trennung der Amplitudencluster zwischen crossmodaler und
unimodaler Stimulation bzw. der arithmetisch summierten Werte.

aus demselben Hemifeld stammten.

4.1.2 Induzierte oszillatorische Aktivitat im S1 nach unimodaler im
Vergleich zu visuell-taktiler Stimulation

Zusiétzlich zu den typischen multi-Komponenten EPs charakterisieren zwei weitere
Netzwerkaktivitatsmuster S1: (i) spontane, fortlaufende Oszillationen und (ii) Stimulus-
induzierte Oszillationen (siehe Abschnitt 2.2.3) (Senkowski et al., 2007) (Abb. 7A).
Spontane Oszillationen korrelieren bekanntlich mit verschiedenen Hirnzustinden
(z.B. UP- und DOWN-Zustinde) und konnen demzufolge einzelne eintreffende Reize
modulieren (Civillico und Contreras, 2012). Da sie aber nicht kausal mit den sensorischen
Stimuli zusammenhéingen, werden die spontanen Oszillationen durch das Mitteln der LFPs
tiber eine grofle Stimulationsanzahl aufgehoben. Der zweite Aktivitatstyp, die Stimulus-
induzierten Oszillationen, hingt dagegen kausal mit dem Stimulus zusammen, ist aber im
Gegensatz zu den evozierten Antworten nicht phasenstarr zum Stimulus, d.h. die Phasen
der Oszillationen zu einem bestimmten Zeitpunkt sind zufillig verteilt. Deshalb werden
diese Oszillationen besser durch das Auftragen individueller Frequenz-Energie-Spektren
tiir viele Stimulationsdurchgiange hervorgehoben, wohingegen sie durch Mitteln der LFPs
in der Zeitdoméne aufgehoben werden.

Die Stimulation der Vibrissen induzierte in den supragranuldren, granuliren und
infragranuldren Schichten des S1 auffillige Oszillationen mit Frequenzen die vom Theta-
(4-8 Hz) bis ins Gamma-Frequenzband (30-100 Hz) reichten (Abb. 7). Die Analyse einer
groflen Anzahl von individuellen Frequenz-Spektren zeigte, dass kurz nach der stark
ausgepragten evozierten Aktivitit die Amplitude der Stimulus-induzierten Gamma-
Band-Oszillationen im Vergleich zur Amplitude der Grundaktivitit signifikant verringert
wurde (Stimulus-induziert (75-175 ms poststimulus): S: 8,9 + 0,2 uV; G: 10,3 + 0,2 pV; I:
10,9 + 0,3 uV; Grundaktivitat (50-150 ms prastimulus): S:12,6 + 0,8 pV, p=0,02; G: 15,0
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Abbildung 7. Taktil-induzierte Antworten im kontralateralen S1-Barrel-Feld. (A) Einzelne (schwarz)
und gemittelte (cyan) Antworten einer Ratte auf Vibrissenauslenkung (gestrichelte graue Linie,
cyanfarbener Pfeil) in supragranularen, granularen und infragranuldren Schichten des kontralateralen
S1 begleitet von den korrespondierenden Grundaktivitat-normalisierten Morlet-Wavelet-Spektren
einzelner Versuchsdurchgange. Besonders zu beachten ist der auffallige Leistungsanstieg speziell
im Gamma-Frequenzband, der der Stimulus-evozierten Antwort Uberlagert ist. (B) Zeitprofil der taktil-
induzierten Gamma-Band-Oszillationen in supragranularen, granularen und infragranuldren Laminae
einer reprasentativen Ratte. Die oberen farbkodierten Graphen der Gamma-Band-Amplitude (30-
100 Hz) wurden zur Identifizierung von Zeitfenstern genutzt, in denen die Amplitude der induzierten
Oszillationen in allen Versuchsdurchlaufen modifiziert wurde (gestrichelte mittel- und dunkelgraue
Boxen), um sie mit der Amplitude der oszillatorischen prastimulus-Aktivitat zu vergleichen (gestrichelte
hellgraue Box). Die unteren Bardiagramme (Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels)
zeigen die mittlere Amplitude der Gamma-Band-Oszillationen wahrend der zuvor definierten pra-
und poststimulus Zeitfenster. Einzelne Punkte korrespondieren zu den Amplituden einzelner
Versuchsdurchgange. (C) Balkendiagramme (Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels)
stellen die Amplitudenunterschiede fur Beta- (links), Alpha- (Mitte) und Theta-Oszillationen (rechts)
wahrend der zuvor definierten Zeitfenster nach Mittelung fur alle Stimulationsdurchgange dar.
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Einzelne Punkte korrespondieren zu den Amplituden einzelner Versuchsdurchlaufe. Die Werte wurden
auf Signifikanz getestet und entsprechend markiert (p<0,05, *; p<0,01, **; p<0,001, ***).

+ 1,0 uV, p=0,03; I: 14,1 + 0,7 uV, p=0,03). Diesem Energieabfall folgte eine Stimulus-
induzierte Erhohung der Gamma-Band-Netzwerkaktivitdt (300-400 ms poststimulus),
die signifikant die Grundaktivitat iiberstieg (S: 14,8 £ 0,6 uV, p<0,001; G: 20,7 £ 1,0 uV,
p<0,001; 1:16,9 £ 0,6 uV, p<0,001) (Abb. 7B). Zusitzlich induzierte taktile Stimulation
niederfrequente Oszillationen, die zwischen den Laminae etwas weniger konsistent waren.
Die Amplitude der Theta-Band-Aktivitdt stieg signifikant (p<0,001) von 77,9 + 4,5 uV
(G) und 89,2 + 4,1 uV (I) vor dem Stimulus auf 89,4 + 3,4 uV (G) bzw. 109,4 + 4,4 uV (I)
nach dem Stimulus an. Entsprechend wurden auch Alpha- und Beta-Band-Oszillationen
signifikant durch den Stimulus moduliert (Abb. 7C).

Um die Effekte simultaner visuell-taktiler Stimulationen auf die induzierte oszillatorische
Aktivitat im S1 zu analysieren, vereinigten wir die Grundaktivitat-normalisierten Morlet-
Wavelet-Spektren aller Versuchsdurchgange samtlicher Tiere (n=8), jeweils fiir die vier
verschiedenen Konditionen: unimodal-visuelle, unimodal-taktile, simultane kongruente
und inkongruente crossmodale Stimulation. Unimodal-visuelle Stimulation modifizierte
die Energieverteilung tiber das Frequenzspektrum in keiner der S1-Schichten (Abb. 8A).
Im Gegensatz dazu induzierte Vibrissenstimulation auffillige Antworten in verschiedenen
Frequenzbdndern in S, G und I Laminae (Abb. 8B). Wahrend der crossmodalen
Stimulation wurde schliefllich die somatosensorische Aktivitit visuell moduliert (Abb.
8C). Um die Effekte der crossmodalen Stimulation auf die oszillatorische Aktivitat zu
quantifizieren, verglichen wir die Grundaktivitit-normalisierte-Energiednderung an
jedem Zeit-Frequenz-Punkt der Morlet-Wavelet-Spektren. Die Zeitpunkte, an denen
die Energie signifikant durch crossmodale Stimulation im Vergleich zu unimodaler
Stimulation verdndert wurde, wurden in zusammenhdngende Punktwolken eingeteilt.
Drei Zeitfenster (I: 150-230 ms; II: 440-550 ms; III: 850-900 ms poststimulus) mit
signifikant unterschiedlicher induzierter Gamma-Band-Aktivitdt (30-100 Hz) und ein
Zeitfenster (IV: 115-915 ms poststimulus) mit signifikant unterschiedlicher induzierter
Theta-Band-Aktivitat (4-8 Hz) resultierten aus dieser Methode (Abb. 8B, C). Wahrend des
ersten Zeitfensters nahm die mittlere relative Energie zur Grundenergie in allen kortikalen
Schichten ab, wohingegen in Zeitfenster II die mittlere relative Energie nach bimodaler
Stimulation zunahm. Die relative Verstairkung im Gamma-Frequenzband (definiert als
Bruchteil der Energie der Grundaktivitét) war deutlicher in den granuldren (von 1,3 + 0,1
auf 1,9 £ 0,2, p=0,004) als in den infragranuldren und supragranuldren Schichten (von
1,1 £0,1 auf 1,5 + 0,1, p=0,029; von 1,4 + 0,1 auf 1,7 + 0,2, p=0,134) zu beobachten. Im
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Abbildung 8. Unimodale und crossmodale induzierte Antworten im kontralateralen S1-Barrel-Feld.
Grundaktivitat-normalisierte Morlet-Wavelet-Spektren der LFPs in supragranularen (oben), granularen
(Mitte) und infragranularen (unten) S1-Laminae gemittelt fir alle Ratten, dargestellt von 250 ms vor bis
950 ms nach visueller (A), taktiler (B) und kongruenter/inkongruenter visuell-somatosensorischer (C)
Stimulation. Der Stimulus ist durch die gestrichelten grauen Linien und die Pfeile markiert. Zeitfenster
mit signifikant unterschiedlichen Energiemodulationen zwischen taktiler und kongruent bimodaler
Stimulation sind durch gestrichelte schwarze Boxen hervorgehoben (I-IV). (D) Balkendiagramme
(Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels) zeigen die mittlere Energie der oszillatorischen
Aktivitat wahrend der zuvor definierten poststimulus Zeitfenster I-IV normalisiert mit der Energie der
prastimulus Aktivitat (Grundaktivitat). Die Werte wurden auf Signifikanz getestet und entsprechend
markiert (p<0,05, *; p<0,01, **; p<0,001, ***),

Vergleich zu unimodaler Stimulation verstarkte der bimodale Stimulus signifikant (p=0,02)
die oszillatorische Aktivitit in der granuldren Schicht wihrend des dritten Zeitfensters
(1,1 £ 0,1 auf 1,5 £ 0,2). Inkongruente visuell-taktile Stimulation modifizierte die Energie
der induzierten Oszillationen wihrend dieser Zeitfenster in gleicher Art und Weise.
Trotzdem waren die Anderungen weniger ausgeprigt verglichen mit der kongruenten
Stimulationsbedingung (Abb. 8C, D). Der auffilligste Unterschied war die Abnahme der
Gamma-Band-Energie induzierter Oszillationen wahrend des dritten Zeitfensters von 1,5
+ 0,2 nach kongruenter auf 1,3 + 0,3 nach inkongruenter Stimulation. Somit zeigten wir,

dass visueller Input, der die Vibrissenauslenkung begleitete, die Energie der induzierten
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Netzwerkoszillationen im S1 modifizierte.

4.1.3 Mechanismen und anatomische Grundlage des visuell-taktilen
Zusammenspiels

Als néchstes zielten wir darauf ab, die neuronalen Mechanismen zu identifizieren, durch
die der co-prasentierte visuelle Input auf der einen Seite die taktilen evozierten Potentiale
und auf der anderen Seite die induzierte Netzwerkaktivitdt im S1 modulieren konnte. Dies
diente dazu die beiden zentralen, crossmodalen Effekte in einem ubiquitdren Konzept
visuell-taktiler Prozessierung zu vereinen. Als moglicher Mechanismus konnte eine
visuelle, Stimulus-induzierte Phasenriickstellung fortlaufender oszillatorischer Aktivitat
im S1 auf eine optimale Phase, wahrend der der taktile Stimulus die hochste Effektivitat
besitzt, in Frage kommen. Diese Phasenriickstellung wurde in verschiedenen kortikalen
Arealen unterschiedlicher Spezies als Mechanismus fiir multisensorische Verarbeitung
ausgemacht (Lakatos et al., 2007; Mercier et al.,, 2013) (s. Abschnitt 2.2.3). Um diese
Hypothese zu testen, verglichen wir die Phasensynchronitat spontaner Oszillationen
im S1 iber eine grofle Anzahl unimodaler visueller Stimulationsdurchginge und
berechneten die mittlere Lange des resultierenden Vektors oszillatorischer Phasen fiir
Theta- (4-8 Hz), Alpha- (8-12 Hz), Beta- (12-30 Hz) und Gamma-Frequenzen (30-
100 Hz). Bei exakt gleicher oszillatorischer Phase in allen Versuchsdurchgéngen wiirde
die mittlere Lange des resultierenden Vektors 1 ergeben, bei zufilliger oszillatorischer
Phase wire der Wert 0. Unimodale visuelle Stimulation induzierte eine deutliche,
stimulusbezogene Phasenkonzentration von Theta- und Alpha-Band-Oszillationen
in allen Schichten des kontralateralen S1 (Abb. 9A). Um Fehler durch Filtern in engen
Frequenzbdndern zu vermeiden und die statistische Testpower zu verbessern, wurden
die Daten fiir den Theta- und Alpha-Frequenzbereich vereinigt. Eine dhnliche, aber
schwichere Phasenkonzentration konnte im ipsilateralen S1 beobachtet werden (Abb.
9B). Visuell gesteuerte Oszillationen im kontralateralen S1 blieben fiir lingere Zeit in
Phase, die Synchronisation war in S bis 330 ms, in G bis 530 ms und in I bis 410 ms nach
dem Stimulus signifikant (d.h. die mittlere Linge des resultierenden Vektors blieb iiber
dem 99%-Konfidenzintervall). Eine dhnliche crossmodale Phasenriickstellung spontaner
oszillatorischer Aktivitit im Theta-Alpha-Frequenzband wurde im V1 nach taktiler
Stimulation festgestellt (Abb. 9C).

Um zu entscheiden, ob das visuell-somatosensorische Zusammenspiel auf direkter
Kommunikation zwischen neuronalen Netzwerken im V1 und S1 basiert, untersuchten

wir zuerst mithilfe von anatomischem Tracing direkte Verbindung zwischen den beiden
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Abbildung 9. Phasenkonzentration der oszillatorischen Aktivitat nach kontralateraler und ipsilateraler
Stimulation. (A) Graphen zeigen die mittlere resultierende Vektorlange der oszillatorischen Phasen
im S1 nach kontralateraler visueller Stimulation. Die Werte wurden fiir drei Frequenzbander [Theta-
Alpha (4-12 Hz) in Schwarz; Beta (13-30 Hz) in Magenta; Gamma (30-100 Hz) in Cyan] berechnet
und fur samtliche Versuchstiere in den entsprechenden Schichten gemittelt. (B) Graphen zeigen
die mittlere resultierende Vektorlange der oszillatorischen Phasen im S1 nach ipsilateraler visueller
Stimulation. Besonders zu beachten ist die weniger ausgepragte und kirzere Phasenkonzentration
nach ipsilateraler im Vergleich zu kontralateraler Stimulation. (C) Phasenkonzentration oszillatorischer
Aktivitat im V1 nach kontralateraler taktiler Stimulation. In allen Graphen ist der Stimulus durch eine
gestrichelte schwarze Linie und einen Pfeil markiert. Die farbigen gestrichelten Linien markieren die
Grenzen der Konfidenzintervalle mit «=0,01.

primdren sensorischen Kortizes. Wir injizierten kleine Mengen des retrograden Tracers

Fluorogold, der durch eine hohe Ausbleichungsresistenz charakterisiert ist (Schmued
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und Fallon, 1986), in S1 von dreizehn Ratten mit speziellem Fokus auf die genaue und
ausschliefSliche Applizierung des Tracers innerhalb der kortikalen Laminae (Abb. 10A).
Wie auch schon in vorangehenden Studien beschrieben, fanden wir deutlich fluoreszent
markierte Mutterzellkorper, die feedforward-Projektionen zum Barrel-Feld aussenden,
sowohlim VPM und Nucleus posteriores des Thalamus, als auch im ipsilateralen sekundéren
somatosensorischen Kortex. Zusatzlich identifizierten wir markierte Zellen im visuellen
Kortex und in geringerem Ausmaf3 im Motorkortex (Abb. 10A, B). Bemerkenswerterweise
zeigten die FG-Injektionen, dass V1-Neurone direkt zum S1 projizieren. Retrograd
gefirbte Nervenzellen konnten im V1 sdmtlicher untersuchter Ratten detektiert werden
(Abb. 10B, C) und waren in einem kleinem kortikalen Volumen (0,064 mm3) in den S und

G Laminae konzentriert. Die maximale Zelldichte variierte stark zwischen den Tieren (13-

S Ll — Abbildung 10.
| st -] | | Direkte Konnektivitat
L < \ ‘ zwischen S1 und V1

- 1

kenntlich gemacht
durch retrogrades
Tracing mit Fluorogold.
(A) Die obere
Aufnahme zeigt die

| FG-Diffusion von der
L | Injektionsstelle (Pfeil)
in alle S1-Schichten
in einem 100 pm-
dicken koronalen
Schnitt. Besonders zu

beachten ist die hohe
Dichte der retrograd
gefarbten Zellen
in thalamischen
Kernen (T), dem
Motorkortex (M) und
dem sekundaren

somatosensorischen
Kortex (S2). Die
untere Aufnahme unter starkerer VergrofRerung bestatigt die Restriktion des Tracers auf S1-Schichten.
(B) Aufnahmen, die in steigender Vergroferung (von oben nach unten) die retrograd-gefarbten Neurone
im V1 und V2 zeigen. Besonders zu beachten ist die niedrige Dichte der gefarbten Zellen im V1 im
Vergleich zum V2. (C) Ein Diagramm, das die Anzahl und Position der retrograd-gefarbten Neurone
im V1 und V2 von drei Ratten (Sterne, Kreise, Dreiecke) zeigt. Besonders ist zu beachten, dass die
Mehrzahl der gefarbten Neurone in granularen und supragranularen V1-Schichten lokalisiert ist.

Ratte 1 ¥« Ratte2 A Ratte3
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56 Zellen; Mittelwert: 28,9 + 5,8 Zellen), eventuell durch die leicht variierende Position der
FG-Injektionsstelle im S1. Neurone im kontralateralen V1 blieben ungefarbt, was darauf
hindeutet, dass keine direkten interhemispharischen Verbindungen zwischen V1 und S1
vorhanden sind. Daraufthin stellten wir die Hypothese auf, dass die direkte Konnektivitét
zwischen den primiren Kortizes die anatomische Basis darstellt, die der funktionellen
Kommunikation zwischen S1 und V1 zugrunde liegt.

Zur Testung dieser Hypothese schalteten wir die elektrische Aktivitit im V1
pharmakologisch aus (n=>5 Ratten). Kleine Mengen (100-300 nl) des Natriumkanal-, und
damit Aktionspotentialblockers, Lidocain wurden mit einer niedrigen Geschwindigkeit
(200 nl/min) in V1 injiziert. Wie in vorherigen Veréftentlichungen gepriift (Brockmann
et al,, 2011) und im Einklang mit der spharischen Volumenkalkulation, wirkte Lidocain
auf ein kleines, auf V1 begrenztes Volumen (Radius ~290-425 um) und fithrte dort zu
einer signifikanten Reduktion der visuellen Antworten (49,5 + 11,4 %, p<0,001), wiahrend
die taktilen Antworten im S1 unveriandert blieben (Abb. 11). Die Effekte der transienten
und partiellen V1-Dampfung wurden im ipsilateralen Barrel-Kortex untersucht. Die

Lidocain-induzierte Blockade der V1-Aktivitit beeinflusste die bimodale Verstarkung

A B

Abbildung 11. Lidocain-Auswirkungen
auf die unimodal-evozierten und
-induzierten Antworten im S1 und V1.
(A) Das obere schematische Diagramm
des experimentellen Protokolls zeigt

die Art der unimodalen Stimulation
(Vibrissenauslenkung), das abgeleitete
Areal (S1) und die Stelle der Lidocain-
Injektion (V1). Der unterer Bereich zeigt
Ubereinandergelegte LFP-Antworten
auf einzelne taktile Stimulationen
aufgenommen im kontralateralen S1
vor (cyan) und nach (rot) der Lidocain-

- Taktile Stimulation vor - Visuelle Stimulation vor

Lidocain Injektion Lidocain Injektion

-Stimulation nach Injektion. Besonders zu beachten
Lidocain Injektion

ist, dass die evozierte und induzierte
Aktivitat unbeeinflusst bleibt. (B) Das
obere schematische Diagramm des experimentellen Protokolls zeigt die Art der unimodalen Stimulation
(Lichtblitz), das abgeleitete Areal (V1) und die Stelle der Lidocain-Injektion (V1). Der unterer Bereich
zeigt Ubereinandergelegte LFP-Antworten auf einzelne visuelle Stimulationen aufgenommen im
kontralateralen V1 vor (griin) und nach (rot) der Lidocain-Injektion. Besonders zu beachten ist die
Abnahme evozierter und induzierter Aktivitat. In (A) und (B) markieren die gestrichelten Linien und
Pfeile den taktilen/visuellen Stimulus.
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Abbildung 12. Konsequenzen der Lidocain-induzierten Blockade der V1-Aktivitat fir crossmodale
Antworten im S1. (A) Gemittelte Potentiale evoziert durch visuelle (grlin), taktile (cyan) und kongruente
crossmodale (gelb) Stimulation nach V1-Lidocain-Injektion in supragranularen, granularen und
infragranuldren S1-Schichten im Vergleich mit der arithmetischen Summe taktiler und visueller
Antworten (magenta). Das eingefligte Bild in der Abbildung zeigt die Stimulus-evozierte Antwort in der
granularen Lamina vor und nach Lidocain-Injektion in einer starkeren VergrofRerung. Besonders zu
beachten ist die Persistent des supraadditiven Effekts am P1-Peak und die Vernichtung des Effektes am
N1-Peak nach Lidocain-Injektion. (B) Punktwolken der P1- und N1-EP-Amplituden samtlicher Ratten,
aufgenommen an der gleichen Stelle in supragranularen, granuldren und infragranularen Laminae
nach Lidocain-Injektion. (C) Balkendiagramme (Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen
Mittels) zeigen die mittlere Energie der oszillatorischen Aktivitat induziert durch taktile (cyan) oder
kongruente bimodale (gelb) Stimulation nach Lidocain-Injektion. Die Werte wurden auf die Energie
der prastimulus-Aktivitat normalisiert (Grundaktivitat). Die Werte wurden auf Signifikanz getestet
und entsprechend markiert (p<0,001, ***). (D) Lidocain-Effekte auf die Phasenkonzentration der
oszillatorischen Aktivitat im S1 nach kontralateraler visueller Stimulation. Diagramme zeigen die
mittlere resultierende Vektorlange der oszillatorischen Phasen nach der Lidocain-Blockade. Die
Werte wurden fur jede S1-Lamina (n=5 Ratten) in drei verschiedenen Frequenzbandern gemittelt
[Theta-Alpha (4-12 Hz) in Schwarz; Beta (13-30 Hz) in Magenta; Gamma (30-100 Hz) in Cyan]. Die
Phasenkonzentration im 4-12 Hz-Frequenzband vor der Lidocain-Injektion ist als gestrichelte graue
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des ersten EP-Peaks (P1) in den S, G, und I Schichten nicht (Abb. 12A, Tabelle 3).
Jedoch eliminierte Lidocain die crossmodale Erhéhung des zweiten Peaks (N1), dessen
Amplitude sich nun nach unimodaler (S: 25,1 + 20,4 uV, n=102 Versuchsdurchginge; G:
75,8 = 7,3 uV, n=243 Versuchsdurchginge; I: 56,4 + 8,2 uV, n=248 Versuchsdurchgénge)
und crossmodaler Stimulation (S: 21,4 + 32,1 uV; G: 89,4 + 9,5 uV; I: 46,5 £ 9,2 pV) nicht
mehr unterschied (Abb. 12A, B). Des Weiteren eliminierte die Blockade der V1-Aktivitat
fast alle Energiedifferenzen zwischen den Netzwerkaktivititen, die durch unimodale
bzw. crossmodale Stimulation induziert wurden (Abb. 12C). Die Partielle Ausschaltung
von V1 ermdglichte auch die Testung, ob die Phasenriickstellung der fortlaufenden
oszillatorischen Aktivitdt das visuell-taktile Zusammenspiel grundlegend moduliert.
Die Untersuchungen der mittleren Linge des resultierenden Vektors zeigten, dass die
Phasenkonzentration langsamer Oszillationen (4-12 Hz) durch kontralateralen visuellen
Input nach Lidocain Injektion im V1 in allen kortikalen Schichten des S1 signifikant
reduziert und in der S Lamina fast komplett verschwunden war (Abb. 12D). Zusitzlich
verzogerte die funktionelle Trennung von S1 und V1 die restliche Phasenkonzentration in
der G und I Schicht (~190 ms bzw. ~180 ms poststimulus).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Verbindungen zwischen V1 und S1 fiir die
Steuerung der crossmodalen Prozessierung notwendig sind. Die in dieser Studie gezeigte
direkte Konnektivitdt reprasentiert moglicherweise einen Signalweg, der die visuelle
Phasenriickstellung im Barrel-Feld steuert, wobei subkortikale feedforward Interaktionen
scheinbar fiir die frithen supraadditiven Effekte in den evozierten Antworten verantwortlich

sind.

Linie indiziert. Der Stimulus ist durch eine gestrichelte schwarze Linie und einen grinen Pfeil markiert.
Die farbigen gestrichelten Linien markieren die Grenzen der Konfidenzintervalle mit a=0,01.
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Ergebnisse

Bimodal (visuell-taktile Stimulation)

Elektroden- EP-Beginn Peak 1 Peak 2 Peak 3 EP-Beginn Peak 1 Peak 2 Peak 3
position / Tiefe (ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
(um)
1/100 140+ 1,1 21,6 +0,3 237,0+ 6,0 4475+ 7,4 15,1+1,8 20,8+0,2 251,6 +7,6 488,3 + 6,7
(n.s.) (*¥*%) (n.s.) (*)
2/200 15,0+ 1,2 21,3+0,2 230,5+5,4 470,3 £ 6,2 15,1+2,4 21,8+0,2 2441 +6,3 503,4 £ 5,7
(n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.)
3 /300 19,6 + 2,8 21,3+0,2 308,4 +5,7 486,4 + 5,0 13,1+19 21,7 +0,2 313,3+5,8 523,3+4,3
(n.s.) (**%) (*) (*)
4 /400 18,4+ 2,0 23,5+0,5 93,3+1,6 369,5+4,5 20,1+ 3,0 26,7+0,7 120,4 +2,3 404,5+4,3
(n.s.) (n.s.) (**7) (**%)
5/ 500 155+1,4 29,1+0,3 155,1+2,9 414,4 + 4,0 139+11 289+0,3 142,4 + 2,3 4243 £ 3,6
(n.s.) (n.s.) (*¥*%) (**)
6 /600 13,8+ 1,0 27,4 +0,2 157,6 £ 2,7 436,9 + 3,7 12,1+0,4 27,0+0,2 1349 + 1,7 430,0 + 3,2
(n.s.) (n.s.) (**%) (n.s.)
7/ 700 13,5+1,0 26,8+0,2 154,0 + 2,3 441,4 + 3,6 12,3+0,3 26,3+0,2 1376 +£1,5 436,6 + 3,3
(n.s.) (n.s.) (*¥*%) (n.s.)
8/ 800 12,8 + 0,6 26,5+0,2 157,8 £ 2,2 4428 + 3,6 11,4 +0,3 26,0+£0,2 142,6 + 1,4 437,1+ 3,3
(n.s.) (n.s.) (*¥*%) (**%)
9/900 13,0 + 0,6 27,0+0,3 166,0 + 2,1 4443 + 3,7 11,7 £ 0,3 26,4 +0,2 1516 £ 1,5 439,7+3,4
(n.s.) (n.s.) (**7) (**%*)
10 /1000 13,2+ 0,6 271+0,3 190,1+ 2,6 4489 + 3,8 129+ 0,5 26,7 +£0,3 160,8+ 1,5 4434 +3,6
(n.s.) (n.s.) (*¥*%) (**%)
11 /1100 13,8+1,1 27,2+0,3 203,3+2,6 4551+ 3,9 129+ 0,5 27,2+0,3 172,41+ 1,7 4525+ 3,7
(n.s.) (n.s.) (*¥*%) (**%)
12 /1200 13,6 +0,7 27,7+0,4 211,0+2,8 461,2+4,3 13,3+0,7 28,0+0,4 207,0 £ 3,0 4575+ 4,2
(n.s.) (n.s.) (*¥*%) (**%)
13 /1300 13,5+ 0,8 29,3+0,6 2345+ 3,3 4643+ 4,4 13,1+0,6 29,4+0,5 237,2 £ 3,7 4592 +4,3
A_J.w.v A**v A***v A***v
14 / 1400 16,8+ 1,9 33,9+0,9 2441 + 3,7 463,1+4,7 17,2+ 1,6 34,2+0,8 261,8 +4,2 4579 + 4,7
(n.s.) (*¥**) (**%) (n.s.)
15 /1500 21,0+2,4 479+ 15 263,4 +4,3 4722 +5,1 211+21 405+1,1 202,8 + 3,0 383,1+3,9
(n.s.) (n.s.) (*) (**%)
16 / 1600 248+ 3,1 58,0+ 1,8 2954 +5,6 468,7 + 5,7 32,2+4,2 485+ 1,5 201,0 £ 3,6 355,8+3,9
(n.s.) (n.s.) (n.s.) (*¥*%)

Kapitel 4

Tabelle 1. Beginn und Peak-Zeiten der EPs in allen S1-Schichten nach unimodaler (Vibrissenauslenkung) und crossmodaler Stimulation. Die Zeiten sind in
beiden Stimulationskonditionen als Mittelwerte + Standardfehler des arithmetischen Mittels angegeben. Die Werte wurden auf signifikante Unterschiede
zwischen den Bedingungen getestet und stehen in Klammern unter den Zeiten (p<0,05, *; p<0,01, **; p<0,001, ***).
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Bimodal (visuell-taktile Stimulation)

Elektroden- EP-Beginn Peak 1 Peak 2 Peak 3 EP-Beginn Peak 1 Peak 2 Peak 3
position / Tiefe (ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
(um)
3 /300 8,0+2,0 28,4 +0,7 193,9 £ 25,6 475,0 £ 16,3 8,1+4,0 28,5+0,8 89,3+17,5 4723+ 14,5
(n.s.) (n.s.) (*%*) (n.s.)
7/ 700 15,3 + 3,7 27,7 +0,5 67,0+ 3,0 344,7 +5,9 12,9+ 2,7 298+1,1 110,1 £ 3,6 4279+ 10,1
(ns.) (n:s.) (*¥%%) (n.s.)
11 /1100 13,0+ 2,6 32,6+1,6 79,7+4,6 410,3+ 8,4 14,1+ 3,5 30,6+1,1 920+44 358,4+6,5
(n.s.) (n.s.) (n.s.) (n.s.)
Elektroden- Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 1 Peak 2 Peak 3
position / Tiefe (nv) (uv) (uv) (nv) (uv) (uv)
(um)
3 /300 3789+ 17,9 251 +20,4 127,3 + 20,7 428,3 + 19,3 21,4+32,1 102,2 + 26,8
(**) (n.s.) (n.s.)
7/ 700 -607,6 + 22,7 75,8+ 7,3 -162,8 £ 11,5 -669,5 + 18,6 89,4 +9,5 -185,9 + 10,4
(*) (n.s.) (n.s.)
11 /1100 -506,7 + 19,6 56,4 + 8,2 -162,5 + 10,6 -582,7 + 18,8 46,5+9,2 -207,7 £ 9,6
(**) (n.s.) (**)

Kapitel 4

Tabelle 3. Beginn, Peak-Zeiten und Amplituden der EPs in allen S1-Schichten nach unimodaler (Vibrissenauslenkung) und crossmodaler Stimulation
wahrend der Lidocain-induzierten V1-Blockade. Die Zeiten und Amplituden sind in beiden Stimulationskonditionen als Mittelwerte + Standardfehler des

arithmetischen Mittels angegeben. Die Werte wurden auf signifikante Unterschiede zwischen den Bedingungen getestet und stehen in Klammern unter
den Amplituden (p<0,05, *; p<0,01, **; p<0,001, ***).

52



Kapitel 4 Ergebnisse 4.2.1

4.2 Kritische sensorische Einfliisse fiir die Reifung
crossmodaler Verarbeitungsmechanismen und -netzwerke
(Studie 2)

4.2.1 Crossmodale Effekte im S1 von prajuvenilen Ratten wahrend
eines Entwicklungsstadiums ohne multisensorische Erfahrung

Um zu testen, ob crossmodaler visuell-taktiler Input die Prozessierung im S1 von Ratten,
die aufgrund ihres Entwicklungsstandes ihre Sinne zur Exploration der Umgebung noch
nicht in Kombination benutzt haben, beeinflusst, nahmen wir, wie bereits in Studie 1
beschrieben, wihrend visueller, taktiler oder crossmodaler Stimulation LFPs simultan
im S1 und V1 auf, diesmal jedoch in leicht andsthesierten P14-P16 préjuvenilen Brown
Norway Ratten (n=6) (Abb. 13A, B). Die LFPs wurden auch in dieser Studie mit Elektroden
gemessen, die mit 16 Aufnahmestellen im Abstand von 100 pm auf einem Schaft bestiickt
waren und somit iiber die gesamte Tiefe des Kortex reichten, der in diesem Alter ~220
pum schmaler war als bei den Tieren aus Studie 1 (Abb. 13C). In diesem prijuvenilen
Entwicklungsstadium sind die Synapsen der inneren plexiformen Schicht der Retina bereits
ausgebildet (Weidman und Kuwabara, 1968), aber die Augen der Ratten bleiben noch
fiir weitere 12-24h geschlossen (P15-P17). Versuchstiere in diesem Entwicklungsstadium
bildeten die Geschlossene-Augen-Gruppe (GA). Nur Ratten die prizise getimte V1-
Aktivitat nach kontralateraler Lichtblitzstimulation der Retina zeigten, die wir {iber die EPs
und deren CSDs (100 Versuchsdurchginge/ Ratte) bestimmen konnten, wurden in diese
Gruppe aufgenommen (Abb. 13D). Unimodal-visuell-evozierte EPs in der granuldren
Lamina des kontralateralen V1 zeigten die hochste absolute Peakamplitude (142,4 +
5,8 1V, n=1053 Versuchsdurchgdnge, G-S: p<0,001, G-I, p<0,001) und einen signifikant
schnelleren Beginn der Antworten als in supra- und infragranuldren V1-Schichten (S,
85,3+ 3,1 ms; G, 67,1 + 1,0 ms; I, 90,0 + 1,5 ms; G-S: p=0,004, G-I, p<0,001). Unimodale
Vibrissenauslenkung evozierte Antworten im kontralateralen S1, die ein dhnliches
feedforward-Profil mit einem fritheren Beginn als im V1, aber einem spiteren Beginn als
im S1 der P21 Kontrollratten aufwiesen (S, 57,7 + 3,6 ms; G, 25,2 + 0,7 ms; I, 32,6 + 1,4
ms; G-S: p<0,001, G-I, p<0,001) (Fig. 13E). In der G Lamina zeigte der erste EP-Peak die
grofite absolute Amplitude (489,9 + 7,3 uV, n=674 Versuchsdurchginge, p<0,001) und
positive Oberflachenpolaritat (P1). Diesmal folgten dem initialen EP-Peak ein bis drei
zusitzliche Peaks mit niedrigeren Amplituden und positiver oder negativer Polaritédt. N1
war, wie bei den Kontrolltieren, der ausgeprégteste dieser Folgepeaks. Visuelle Stimulation
evozierte signifikant kleinere 98,1 + 7,5 ms poststimulus- Antworten im kontralateralen S1
mit gleicher Polaritit iiber die gesamten kortikalen Schichten (Abb. 13F).
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Abbildung 13. Experimentelles Paradigma und Versuchsaufbau fur die Augen- und Vibrissenstimulation
und die simultane Aufnahme der Netzwerkaktivitat, sowie die unimodal-evozierten Antworten im S1
und V1 von Ratten mit geschlossenen Augen (GA). (A) Schematische Darstellung der sensorischen
Stimulation durch Vibrissenauslenkung oder/und Lichtblitze, sowie die Position der Michigan-Arrays im
S1 und V1 der Brown Norway Ratten mit geschlossenen Augen. (B) Digitale Rekonstruktion der Position
der Dil-markierten Elektrode (orange) in Nissl-gefarbten (griin) 100 um-dicken koronalen V1- (i) und S1-
(ii) Schnitten (C) Vergroferung von (Bii) zur Veranschaulichung der 16 Elektrodenableitstellen in den
verschiedenen Schichten des primaren somatosensorischen Kortex. (D) Gemittelte visuelle Potentiale
(grin), die durch einen Lichtblitz (griner Pfeil, schwarze gestrichelte Linie) im kontralateralen S1
evoziert wurden, und deren korrespondierende laminare CSD-Profile. Die Zahlen auf der linken Seite
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Im néchsten Schritt wurden die crossmodalen kongruenten EPs im S1 mit den
somatosensorischenundderarithmetischenSummendervisuellenundsomatosensorischen
EPs verglichen (Abb. 14A). Nach crossmodaler Stimulation vergroéflerte sich P1 im
Vergleich zu unimodaler Stimulation und der arithmetischen Summe aus taktiler und
visueller Stimulation am stédrksten in der G Lamina (taktil: 489,9 + 7,3 uV; Summe: 491,3
+ 8,4 uV; crossmodal: 514,1 £ 6,5 pV; p=0,006, p=,013) (Abb. 14B). Der N1-Peak zeigte
ebenfalls eine signifikante Vergroflerung nach crossmodaler im Vergleich zu taktiler
Stimulation, aber nicht im Vergleich zur Summe der unimodalen Stimulationen (taktil,
38,2 + 4,4 uV; Summe, 67,2 £ 5,5 pV; crossmodal, 67,4 + 3,8 uV; p<0,001, p=0,66).
Trotzdem wurde ein supraadditiver crossmodaler Effekt durch die inter- und intracluster
Euklidischen Distanzen der P1- und N1-Amplituden in den verschiedenen Konditionen
bestatigt, sie unterschieden sich signifikant (S, p=0,006; G, p<0,001; I, p<0,001) (Abb.
15C). Im Gegensatz dazu, verdnderte inkongruente crossmodale Stimulation den Verlauf
der unimodalen EPs nicht (Abb. 15A, B, D). Damit beeinflusst crossmodale Stimulation
bereits in der prijuvenilen Ratte die evozierten Potentiale im S1.

Im néchsten Schritt berechneten wir die Grundaktivitit-normierten Morlet Wavelet
Spektren tiber mehrere Stimulationsdurchgénge und vereinigten sie zwischen den Tieren
(n=6) in den verschiedenen Stimulationskonditionen (Abb. 14C, D). Wahrend alleinige
visuelle Stimulation nicht die Oszillationsenergie verglichen zur Grundenergie dnderte
(Abb. 16A), modulierte taktile Stimulation die Energie {iber ein breites Frequenzspektrum
in allen Schichten (Abb. 16C). Im Vergleich zu taktil-induzierten S1-Oszillationen
der Kontrollraten aus Studie 1 (Abb. 8B), dauerte die induzierte Modulation in den
prajuvenilen Ratten kiirzer an (Abb. 14C). Trotzdem wurde diese induzierte Aktivitat
signifikant in allen Laminae durch kongruente crossmodale Stimulation verdndert
(Abb. 14D). Wir berechneten die Signifikanz zwischen den Wavelet-Koeffizienten in
unimodaler und crossmodaler Stimulationsbedingung fiir jeden Zeit-Frequenzpunkt
und trugen die signifikanten Unterschiede in eine Ebene ein, um zusammenhingende
Punktwolken zu finden, die sich zwischen den Bedingungen unterschieden (Abb. 16C).
Wir identifizierten vier iiber die kortikale Tiefe verteilte Zeit-Frequenzfenster im Beta-
Gamma-Frequenzband (I: 161-219 ms; II: 193-258 ms; III: 303-372 ms; IV: 808-918

ms poststimulus). Die granuldre Lamina zeigte einen signifikanten Abfall der mittleren

entsprechen den Elektrodenableitstellen aus (C). (E) Gemittelte taktile Potentiale (cyan), die durch
Vibrissenauslenkung (cyanfarbener Pfeil, schwarze gestrichelte Linie) im kontralateralen S1 evoziert
wurden, und deren korrespondierende laminare CSD-Profile. (F) Gemittelte visuelle Potentiale (grun),
die durch einen Lichtblitz (griner Pfeil, schwarze gestrichelte Linie) im kontralateralen S1 evoziert
wurden, und deren korrespondierende laminare CSD-Profile.

55



Kapitel 4

Ergebnisse

4.2.1

Granuldr Supragranular >

—
E
=}
f=
©
=
o)
©
—
.
=

Granular Supragranular

Infragranular

A
Frequenz (Hz)

A
Frequenz (Hz)

Visuelle Stimulation

Taktile Stimulation

100

Frequenz (Hz)

-
o

00

Taktil

Arithmetische Summe taktiler und
visueller Stimulation

[l Crossmodale Stimulation

[App—

g

-

e
N

o
H_ .y

(0]
=
C
o
o
= O 7 =
S5 O
0w C — —
e R T i#‘
o iy L "' A | I‘F ]
g 0 ‘\O\"l“} II I ,vw P\‘,h‘ |
= i
= —_——
S 0,2 I
= |
o
O
E “8’70,1-
- i
PR e Ve
R B s TE I
= — T T AT
E i 7| _ =
S 02
c
o
O
S 50,1 '
0 c 1
D :© l
; — —— mu A JE—
2 o mnf T
= =
‘ 500 ms
[]48Hz [l 12-30 Hz
Il 812Hz [ 30-100 Hz
2 * 1M Taktile Stimulation
2 Crossmodale
w Stimulation
(]
=
2] -
o
o
o
§
S RV
R
5 -
(9]
f= *
5 -
(%]
=
T 25
o
o
g
§
0 TRV
2 41 =
D
(4]
C
i8]
(]
=
T 2
°
o
g
§
0 TR,

Abbildung 14. Unimodal- und kongruent-crossmodal-evozierte und -induzierte Antworten sowie

visuell-induzierte Phasenkonzentrationen spontaner oszillatorischer Aktivitat im kontralateralen S1-

Barrel-Feld von GA-Ratten. (A) Gemittelte Potentiale in prajuvenilen GA-Ratten evoziert durch visuelle

(grn), taktile (cyan) und kongruente crossmodale (gelb) Stimulation in supragranularen, granularen

und infragranuldren S1-Schichten im Vergleich mit der arithmetischen Summe taktiler und visueller
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relativen Oszillationsenergie im frithen Zeitfenster I (von 3,3 + 1,1 auf 1,8 £ 0,7, p=0,02),
wiahrend im Zeitfenster IV die Energie zunahm (von 0,8 + 0,1 auf 1,3 + 0,2, p=0,04)
(Abb. 14E). Sowohl die Zeitfenster, als auch die Modulationseffekte dhnelten denen der
Kontrolltiere. Nach inkongruenter crossmodaler Stimulation fanden wir ebenfalls eine
signifikante Modulation der induzierten Oszillationsenergie (Abb. 16B, D), nur diesmal
nicht in spateren Zeitfenstern. Diese Verdnderung unterschied sich signifikant von den
Effekten im kongruenten crossmodalen Stimulationsparadigma (Abb. 16E, F).

Um auch in dieser Studie die Phasensynchronitit zwischen Versuchsdurchgingen zu
ermitteln, berechneten wir die mittlere resultierende Vektorlinge der oszillatorischen
Phasen fiir Oszillationen im Theta- (4-8Hz), Alpha- (8-12 Hz), Beta- (13-30 Hz) und
Gamma-Frequenzband (30-100 Hz). Nach visueller Stimulation im kontralateralen
Hemifeld war die resultierende Vektorldnge in allen S1-Schichten erh6ht, mit der groften
Phasenkonzentration zwischen 8-12 Hz und in diesem Frequenzbereich signifikant
tiber dem Konfidenzintervall (Abb. 14F). Zusitzlich zeigten polare Histogramme der
Oszillationsphasenverteilung fiir diese Frequenz, dass 50, 150 und 250 ms poststimulus
der mittlere resultierende Phasenvektor fiir diesen Zeitpunkt identisch fiir alle Schichten
war (Abb. 16G). Ein visueller Stimulus aus dem ipsilateralen Hemifeld initiierte ebenfalls
eine signifikante Phasenriickstellung im S1, am ausgepragtesten zwischen 8-12 Hz (Abb.

17). Der erste Teil der Studie zeigt also, dass sich die crossmodale Datenprozessierung im

Antworten (magenta). (B) Peaks der Stimulus-evozierten Antworten jeweils einer reprasentativen
Ableitstelle in supragranularen, granularen und infragranularen S1-Laminae in einer starkeren
Vergroferung. Die Werte wurden auf Signifikanz zwischen den maximalen absoluten Peakamplituden
der verschiedenen Stimulationskonditionen (arithmetische Summe der unimodal-evozierten
Antworten gegen kongruente crossmodale Antwort/taktile Antwort gegen kongruente crossmodale
Antwort) getestet und entsprechend markiert (p<0,05, *; p<0,01, **; p<0,001, ***). (C) Taktil- und
(D) kongruent-crossmodal-induzierte Grundaktivitat-normalisierte Morlet-Wavelet-Spektren der LFPs in
supragranularen (oben), granularen (Mitte) und infragranuldren (unten) S1-Laminae gemittelt fur alle
GA-Ratten. Der Stimulus ist durch die gestrichelten grauen Linien und die Pfeile markiert. Zeitfenster
mit signifikant unterschiedlichen Energiemodulationen zwischen taktiler und kongruent bimodaler
Stimulation sind durch gestrichelte schwarze Boxen hervorgehoben (I-1IV). (E) Balkendiagramme
(Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels) zeigen die mittlere Energie der oszillatorischen
Aktivitat wahrend der zuvor definierten poststimulus-Zeitfenster I-IV normalisiert mit der Energie der
prastimulus-Aktivitat (Grundaktivitat). Die Werte wurden auf Signifikanz getestet und markiert (p<0,05,
*). (F) Graphen zeigen die mittlere resultierende Vektorlange der oszillatorischen Phasen in S, G und |
S1-Schichten der GA-Ratten nach kontralateraler visueller Stimulation. Die Werte wurden mit LFPs, die
in vier Frequenzbandern gefiltert wurden [Theta (4-8 Hz) in Gelb; Alpha (8-12 Hz) in Schwarz; Beta (12-
30 Hz) in Magenta; Gamma (30-100 Hz) in Cyan], berechnet. Der visuelle Stimulus wurde durch die
gestrichelte schwarze Linie und den grinen Pfeil markiert. Die farbigen gestrichelten Linien markieren
die Grenzen der Konfidenzintervalle mit «=0,01.
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S1 prijuveniler Ratten ohne multisensorische Erfahrung sehr dhnlich zur Verarbeitung in
adulten Ratten darstellt.
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Abbildung 15. Unimodal- und crossmodal-evozierte Antworten im kontralateralen S1-Barrel-Feld
von GA-Ratten. (A) Gemittelte Potentiale in prajuvenilen GA-Ratten evoziert durch visuelle (grin),
taktile (cyan) und inkongruente crossmodale (gelb) Stimulation in supragranularen, granuladren und
infragranularen S1-Schichten im Vergleich mit der arithmetischen Summe taktiler und visueller
Antworten (magenta). (B) Peaks der Stimulus-evozierten Antworten jeweils einer reprasentativen
Ableitstelle in supragranularen, granularen und infragranularen Sl1-Laminae in einer starkeren
Vergroferung. Die Werte wurden auf Signifikanz zwischen den maximalen absoluten Peakamplituden
der verschiedenen Stimulationskonditionen (arithmetische Summe der unimodal evozierten
Antworten gegen inkongruente crossmodale Antwort/taktile Antwort gegen inkongruente crossmodale
Antwort) getestet und entsprechend markiert (p<0,05, *; p<0,01, **). (C) Punktwolken der P1- und
N1-EP-Amplituden samtlicher GA-Ratten, aufgenommen an der gleichen Stelle in supragranularen,
granularen und infragranularen S1-Laminae nach taktiler Stimulation (cyan), der arithmetischen
Summe der Antworten nach beiden unimodalen Stimulationen (magenta) und nach kongruenter (i)
oder inkongruenter (ii) crossmodaler Stimulation (gelb). Die Werte wurden auf Signifikanz zwischen
den inter- und intracluster Euklidischen Distanzen getestet (arithmetische Summe gegen crossmodal/
taktil gegen crossmodal) getestet und entsprechend markiert (p<0,01, **; p<0,001, ***).
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Abbildung 16. Unimodal- und crossmodal-induzierte Antworten sowie Phasenverteilungen spontaner
oszillatorischer Aktivitat nach visueller Stimulation im kontralateralen S1 von GA-Ratten. (A) Visuell-
und (B) inkongruent-crossmodal-induzierte Grundaktivitat-normalisierte Morlet-Wavelet-Spektren der
LFPs in supragranularen (oben), granularen (Mitte) und infragranularen (unten) S1-Laminae gemittelt
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fur alle GA-Ratten. Der Stimulus ist durch die gestrichelten grauen Linien und die Pfeile markiert.
Zeitfenster mit signifikant unterschiedlichen Energiemodulationen zwischen taktiler und bimodaler
Stimulation sind durch gestrichelte schwarze Boxen hervorgehoben (I-IV). (C) Streudiagramme mit
Zeit-Frequenzpunkten, die signifikant unterschiedliche relative Energiewerte zwischen taktiler und
kongruenter crossmodaler, (D) taktiler und inkongruenter crossmodaler und zwischen (E) kongruenter
crossmodaler und inkongruenter crossmodaler Stimulation in GA-Ratten aufweisen. Der Stimulus ist
durch die gestrichelten schwarzen Linien und die Pfeile markiert. Zeit-Frequenzfenster, in denen mehr
als 50 kohéarente signifikant-unterschiedliche relative Energiewerte zwischen taktiler und bimodaler
Stimulation zusammengefasst werden konnten, wurden detektiert und durch gestrichelte schwarze
Boxen markiert (I-IV). (F) Balkendiagramme (Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels)
zeigen die mittlere Energie der oszillatorischen Aktivitat wahrend der zuvor definierten poststimulus-
Zeitfenster I-IV nach taktiler (cyan) und kongruenter und inkongruenter crossmodaler Stimulation
(gelb), normalisiert mit der Energie der prastimulus-Aktivitat (Grundaktivitat). Die Werte wurden auf
Signifikanz getestet und markiert (p<0,05, **; p<0,01, **). (G) Polare Phasenverteilungshistogramme
der Oszillationen im Alpha-Frequenzband (8-12 Hz) und deren resultierende Vektoren (rote Pfeile) zu
verschiedenen visuellen pra- und poststimulus-Zeitpunkten im kontralateralen S1 in der GA-Kondition.
Der Stimulus ist durch die gestrichelte schwarze Linie und den grinen Pfeil markiert.

4.2.2 Crossmodale Effekte im S1 von neonatal-taktil-deprivierten
Ratten

Nachdemwirdie Feststellungmachten, dass S1bereitszueinem Zeitpunktdaraufvorbereitet
ist crossmodale Informationen zu prozessieren, an dem die zwei Modalititen zum ersten
Mal gemeinsam aktiviert werden, stellten wir die Frage, ob frither unisensorischer
taktiler Input fiir die Reifung des visuell-taktilen Netzwerks entscheidend ist. Um taktilen
Input bei Ratten wihrend des Zeitraums zu vermeiden, in dem thalamokortikale Axone
beginnen an der topographisch adiquaten Position in Lamina IV einzuwachsen (Inan
und Crair, 2007), schnitten wir taglich die Vibrissen neugeborener Ratten von PO bis P5
(Abb. 18A). Dieses Paradigma interferierte mit dem Input in einer Entwicklungsphase, fiir
die gezeigt wurde, dass taktile Einfliisse in dieser Phase kritisch, d.h. notwendig, fiir taktile
Funktionen im spiteren Leben sind (Lee et al., 2009). Da Rattenvibrissen sehr schnell
nachwachsen, konnten wir die LFPs in beiden V1 und S1 in anésthesierten P19-22 Brown
Norway Ratten (n=9) mit dem gleichen Testparadigma wie in der GA-Gruppe aufnehmen
(Abb. 18A). Diese Ratten bildeten die neonatal-deprivierte-Gruppe (ND). Verglichen mit
Kontrolltieren (n=7), die nicht depriviert waren und somit normalen taktilen Input nach
der Geburt erhielten, zeigten die ND-Tiere (n=6) eine durch Cytochromoxidasefirbung
gemessene, leichte Ausdehnung der Flichen einzelner Barrel im S1, die allerdings nur
punktuell fiir zwei Barrel signifikant war (Abb. 18B, C).
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Abbildung 17. Visuell-induzierte Phasenkonzentrationen spontaner oszillatorischer Aktivitat im
ipsilateralen S1-Barrel-Feld von GA-Ratten. (A) Graphen zeigen die mittlere resultierende Vektorlange
der oszillatorischen Phasen in S, G und | S1-Schichten der GA-Ratten nach ipsilateraler visueller
Stimulation. Die Werte wurden mit LFPs, die in vier Frequenzbandern gefiltert wurden [Theta (4-8
Hz) in Gelb; Alpha (8-12 Hz) in Schwarz; Beta (12-30 Hz) in Magenta; Gamma (30-100 Hz) in Cyan],
berechnet. Der visuelle Stimulus wurde durch die gestrichelte schwarze Linie und den grinen
Pfeil markiert. Die farbigen gestrichelten Linien markieren die Grenzen der Konfidenzintervalle mit
a=0,01. (B) Polare Phasenverteilungshistogramme der Oszillationen im Alpha-Frequenzband (8-12
Hz) und deren resultierende Vektoren (rote Pfeile) zu verschiedenen visuellen pra- und poststimulus-
Zeitpunkten im ipsilateralen S1 in der GA-Kondition. Der Stimulus ist durch die gestrichelte schwarze
Linie und den grunen Pfeil markiert.

Evozierte Antworten nach unimodaler Vibrissenauslenkung im kontralateralen S1 zeigten
in Ubereinstimmung mit der GA- und Kontroll-Gruppe ein feedforward-Profil (S, 45,4 +
3,0 ms; G, 19,2 + 0,7 ms; I, 25,6 + 1,3 ms; G-S: p<0,001, G-I, p<0,001) mit der grofiten
Peak-Amplitude in der granuldren Schicht (621,6 + 13,5 uV, n=677 Versuchsdurchgénge,
G-S: p<0,001, G-I, p=0,002) (Abb. 18D). Dementsprechend evozierte ein kurzer Lichtblitz
eine signifikant kleinere Antwort im kontralateralen S1 (145,9 = 8,5 ms poststimulus)
mit gleicher Polaritit in allen Laminae (Abb. 18E). Im Gegensatz zu Kontrolltieren und
der GA-Gruppe unterschied sich die P1-Antwort der EPs nicht zwischen crossmodaler,
unimodal-taktiler Stimulationskondition und der arithmetischen Summe der
unimodalen Stimulationsbedingungen (taktil: 621,6 + 13,5 pV; Summe: 641,0 + 14,8 uV;
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crossmodal: 644,9 + 13,4 pV; p=0,73, p=0,95) (Fig. 19A, B). Der N1-Peak war lediglich
nach crossmodaler Stimulation im Vergleich zu taktiler Stimulation signifikant erhoht,
nicht jedoch verglichen mit der arithmetischen Summe der unimodalen Stimulationen
(taktil, 124,4 + 4,4 pV; Summe, 166,0 £ 7,9 pV; crossmodal, 167,2 + 4,4 pV; p<0,001,
p=0,38). Folglich waren auch die inter- und intracluster Euklidischen Distanzen der P1-
und N1-Amplituden der crossmodalen und taktilen Stimulationsbedingung signifikant
unterschiedlich (S, p<0,001; G, p<0,001; I, p<0,001) nicht jedoch die Distanzen der
crossmodalen Stimulation und der Summe der unimodalen Stimulationen (S, p=0,59;
G, p=0,025; I, p=0,11) (Abb. 20C). Inkongruente crossmodale Stimulation erhéhte nicht
die Peakamplituden der unimodalen EPs, sondern verkleinerte sie sogar leicht (Abb.
20A, B, D). Damit veranderte frithe Deprivation von taktilen Inputs die crossmodale
Prozessierung im S1 im spéteren Leben.

Die Grundaktivitit-normalisierten Morlet-Wavelet-Spektren zeigten Stimulus-induzierte
S1-Aktivitdt nach unimodal-taktiler (Abb. 19C), jedoch nicht nach visueller Stimulation
(Abb. 21A), vergleichbar mit den Kontrolltieren. Induzierte Aktivitit wurde in allen
S1-Laminae signifikant durch crossmodale Stimulation verdndert (Abb. 19D), jedoch
konnten Punktwolken, in denen sich die Bedingungen signifikant unterschieden, nur
in frithen Zeitfenstern gefunden werden (G, I: 115-170 ms, II: 171-214 ms) (Abb. 21C).
So verringerte sich die relative induzierte Aktivitdt in der granuldren Schicht signifikant
in Zeitfenster I (von 2,1 + 0,6 auf 0,8 + 0,3, p=0,002) und II (von 2,0 + 0,5 auf 0,9 +
0,1, p=0,003) (Abb. 19E), aber anders als bei den Kontrolltieren aus Studie 1 oder den
GA-Tieren gab es zu keinem Zeitpunkt einen crossmodalen Energieanstieg gegeniiber
unimodaler Stimulation. Nach inkongruenter crossmodaler Stimulation fanden wir
eine signifikante Modulation der induzierten Oszillationsenergie (Abb. 21B, D), jedoch

weniger ausgepragt in frithen Zeitfenstern (S: I-V; G, I: I, II) und sogar eine Verringerung

Veranderungen und unimodal-evozierte Antworten im S1 von Ratten nach neonataler Deprivation (ND).
(A) Schematische Darstellung des Zeitverlaufs des Vibrissenschneidens und der elektrophysiologischen
Messungen im S1 und V1 wahrend des ND-Paradigmas. (B) COX-gefarbte abgeflachte histologische
Schnitte des posteriomedialen Barrel-Feldes einer Kontroll- (i) und einer ND-Ratte (ii). Barrel-Reihen und
-Spalten sind durch weifde Buchstaben und Zahlen hervorgehoben. (C) Balkendiagramme (Mittelwert
+ Standardfehler des arithmetischen Mittels) zeigen die durchschnittliche Gréf8e einzelner Barrels
in Kontroll- und ND-Ratten. Die Werte wurden auf Signifikanz zwischen den Bedingungen getestet
und markiert (p<0,05, *). (D) Gemittelte taktile Potentiale (cyan), die durch Vibrissenauslenkung
(cyanfarbener Pfeil, schwarze gestrichelte Linie) im kontralateralen S1 evoziert wurden, und deren
korrespondierende laminare CSD-Profile. (E) Gemittelte visuelle Potentiale (grin), die durch einen
Lichtblitz (gruner Pfeil, schwarze gestrichelte Linie) im kontralateralen S1 evoziert wurden, und deren
korrespondierende laminare CSD-Profile.
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Abbildung 19. Unimodal- und kongruent-crossmodal-evozierte und -induzierte Antworten sowie visuell-

induzierte Phasenkonzentrationen spontaner oszillatorischer Aktivitdt im kontralateralen S1-Barrel-
Feld von ND-Ratten. (A) Gemittelte Potentiale in ND-Ratten evoziert durch visuelle (griin), taktile (cyan)
und kongruente crossmodale (gelb) Stimulation in supragranularen, granularen und infragranularen
S1-Schichten
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der Energie in spaten Zeitfenstern (G, I: III, IV) (Abb. 21E, F).

Des Weiteren wurde die mittlere Lange des resultierenden Vektors der Oszillationsphasen
durch visuelle Stimulation des kontralateralen Auges in allen S1-Schichten von ND-
Tieren vergrofiert, jedoch diesmal mit der stirksten Phasenkonzentration zwischen 4-8
Hz, signifikant iiber dem Konfidenzintervall (Abb. 19F). Die Phasenkonzentration fand
in ND-Tijeren also hauptsachlich in niedrigeren Frequenzen als in der Kontrollgruppe
statt und verdnderte somit auch die Phasenverteilung der Oszillationen zu spezifischen
poststimulus-Zeitpunkten (Abb. 21G). Ein visueller Stimulus aus dem ipsilateralen
Hemifeld initiierte eine Phasenriickstellung im S1 am ausgepragtesten zwischen 8-12 Hz
(Abb. 22). Demzufolge verdnderte die neonatale, temporére Deprivation taktiler Einfliisse

die spatere lokale Verarbeitung nach crossmodaler Stimulation im S1.

4.2.3 Zugrundeliegende anatomische und funktionelle kortiko-
kortikale Netzwerkveranderungen in ND-Ratten

Durch anatomisches Tracing und pharmakologisches Ausschalten der V1-Aktivitét
fanden wir in der ersten Studie, dass die visuelle Stimulus-induzierte Riickstellung der
spontanen neuronalen Oszillationen und die Energiemodulation der SI-Aktivitit von

der Kommunikation zwischen primidren sensorischen Kortizes abhdngt und dass direkte

(magenta). (B) Peaks der Stimulus-evozierten Antworten jeweils einer reprasentativen Ableitstelle in
supragranularen, granuldren und infragranularen S1-Laminae in einer starkeren Vergréflerung. Die
Werte wurden auf Signifikanz zwischen den maximalen absoluten Peakamplituden der verschiedenen
Stimulationskonditionen (arithmetische Summe der unimodal-evozierten Antworten gegen
kongruente crossmodale Antwort/taktile Antwort gegen kongruente crossmodale Antwort) getestet
und entsprechend markiert (p<0.05, *; p<0.001, ***). (C) Taktil- und (D) kongruent-crossmodal-
induzierte Grundaktivitat-normalisierte Morlet-Wavelet-Spektren der LFPs in supragranularen
(oben), granularen (Mitte) und infragranuldren (unten) S1-Laminae gemittelt fir alle ND-Ratten. Der
Stimulus ist durch die gestrichelten grauen Linien und die Pfeile markiert. Zeitfenster mit signifikant
unterschiedlichen Energiemodulationen zwischen taktiler und kongruent bimodaler Stimulation
sind durch gestrichelte schwarze Boxen hervorgehoben (I-V). (E) Balkendiagramme (Mittelwert +
Standardfehler des arithmetischen Mittels) zeigen die mittlere Energie der oszillatorischen Aktivitat
wahrend der zuvor definierten poststimulus-Zeitfenster |-V normalisiert mit der Energie der prastimulus-
Aktivitat (Grundaktivitat). Die Werte wurden auf Signifikanz getestet und entsprechend markiert
(p<0.05, *; p<0.01, **; p<0.001, ***). (F) Graphen zeigen die mittlere resultierende Vektorlange
der oszillatorischen Phasen in S, G und | S1-Schichten der ND-Ratten nach kontralateraler visueller
Stimulation. Die Werte wurden mit LFPs, die in vier Frequenzbandern gefiltert wurden [Theta (4-8
Hz) in Gelb; Alpha (8-12 Hz) in Schwarz; Beta (12-30 Hz) in Magenta; Gamma (30-100 Hz) in Cyan],
berechnet. Der visuelle Stimulus wurde durch die gestrichelte schwarze Linie und den griinen Pfeil
markiert. Die farbigen gestrichelten Linien markieren die Grenzen der Konfidenzintervalle mit «=0,01.
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Abbildung 20. Unimodal- und crossmodal-evozierte Antworten im kontralateralen S1-Barrel-Feld von
ND-Ratten. (A) Gemittelte Potentiale in ND-Ratten evoziert durch visuelle (grun), taktile (cyan) und
inkongruente crossmodale (gelb) Stimulation in supragranularen, granuléren und infragranularen
S1-Schichten im Vergleich mit der arithmetischen Summe taktiler und visueller Antworten
(magenta). (B) Peaks der Stimulus-evozierten Antworten jeweils einer reprasentativen Ableitstelle in
supragranularen, granularen und infragranularen S1-Laminae in einer starkeren Vergroflerung. Die
Werte wurden auf Signifikanz zwischen den maximalen absoluten Peakamplituden der verschiedenen
Stimulationskonditionen (arithmetische Summe der unimodal evozierten Antworten gegen
inkongruente crossmodale Antwort/taktile Antwort gegen inkongruente crossmodale Antwort) getestet
und entsprechend markiert (p<0.05, *; p<0.01, **; p<0.001, ***). (C) Punktwolken der P1- und
N1-EP-Amplituden samtlicher ND-Ratten, aufgenommen an der gleichen Stelle in supragranularen,
granularen und infragranuldren S1-Laminae nach taktiler Stimulation (cyan), der arithmetischen
Summe der Antworten nach beiden unimodalen Stimulationen (magenta) und nach kongruenter (i)
oder inkongruenter (ii) crossmodaler Stimulation (gelb). Die Werte wurden auf Signifikanz zwischen
den inter- und intracluster Euklidischen Distanzen getestet (arithmetische Summe gegen crossmodal/
taktil gegen crossmodal) getestet und entsprechend markiert (p<0,05, *; p<0,001, ***),

kortiko-kortikale Projektionen V1 und S1 verbinden und einen Teil des visuell-taktilen
Netzwerks darstellen. Daher untersuchten wir ebenfalls die anatomischen Verbindungen
in beiden Testparadigmen der zweiten Studie. Wir injizierten kleine Mengen FG in
S1 der GA- (n=5) und der ND-Ratten (n=5) (Abb. 23A, D). In den GA-Ratten fanden

wir Mutterzellkorper im V1 und dem sekundéren visuellen Kortex (V2) mit einer
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Abbildung 21. Unimodal- und crossmodal-induzierte Antworten sowie Phasenverteilungen spontaner
oszillatorischer Aktivitat nach visueller Stimulation im kontralateralen S1 von ND-Ratten. (A) Visuell-
und (B) inkongruent-crossmodal-induzierte Grundaktivitat-normalisierte Morlet-Wavelet-Spektren der
LFPs in supragranularen (oben), granularen (Mitte) und infragranularen (unten) S1-Laminae gemittelt
fUr alle ND-Ratten. Der Stimulus ist durch die gestrichelten grauen Linien und die Pfeile markiert.
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Zeitfenster mit signifikant unterschiedlichen Energiemodulationen zwischen taktiler und bimodaler
Stimulation sind durch gestrichelte schwarze Boxen hervorgehoben (I-V). (C) Streudiagramme mit
Zeit-Frequenzpunkten, die signifikant unterschiedliche relative Energiewerte zwischen taktiler und
kongruenter crossmodaler, (D) taktiler und inkongruenter crossmodaler und zwischen (E) kongruenter
crossmodaler und inkongruenter crossmodaler Stimulation in ND-Ratten aufweisen. Der Stimulus
ist durch die gestrichelten schwarzen Linien und die Pfeile markiert. Zeit-Frequenzfenster, in denen
mehr als 50 koharente signifikant-unterschiedliche relative Energiewerte zwischen taktiler und
bimodaler Stimulation zusammengefasst werden konnten, wurden detektiert und durch gestrichelte
schwarze Boxen markiert (I-V). (F) Balkendiagramme (Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen
Mittels) zeigen die mittlere Energie der oszillatorischen Aktivitat wahrend der zuvor definierten
poststimulus-Zeitfenster |-V nach taktiler (cyan) und kongruenter und inkongruenter crossmodaler
Stimulation (gelb), normalisiert mit der Energie der prastimulus-Aktivitat (Grundaktivitat). Die Werte
wurden auf Signifikanz getestet und markiert (p<0.05, *; p<0.01, **; p<0.001, ***). (G) Polare
Phasenverteilungshistogramme der Oszillationen im Theta-Frequenzband (4-8 Hz) und deren
resultierende Vektoren (rote Pfeile) zu verschiedenen visuellen pra- und poststimulus-Zeitpunkten im
kontralateralen S1 in der ND-Kondition. Der Stimulus ist durch die gestrichelte schwarze Linie und den
grinen Pfeil markiert.

hoheren maximalen Zelldichte als in den Kontrolltieren (44-98 Zellen; Mittelwert 63
+ 9,6 Zellen) (Abb. 23B, C), d.h. obwohl direkte kortiko-kortikale Projektionen in
dieser Entwicklungsperiode bereits vorhanden sind, ist eventuell eine anschlieflende
Netzwerkverfeinerung notwendig. Im Gegensatz dazu, verdnderte neonatale taktile
Deprivation drastisch die anatomische Konnektivitit. Die Dichte der markierten Zellen
im V1 und V2 war in den ND-Ratten signifikant reduziert (5-26 Zellen; Mittelwert 13 +
3,6 Zellen) (Abb. 23E, F).

Darauthin stellten wir die Hypothese auf, dass durch die reduzierte anatomische
Konnektivitdt zwischen V1 und S1 in ND-Ratten auch die funktionelle Kommunikation
zwischen diesen Kortizes gestort sein konnte und dies zu der zuvor untersuchten
Veranderung der lokalen Verarbeitung crossmodaler Inputs im S1 fithren konnte. Im
ersten Schritt testeten wir, ob crossmodaler Input relativ zu unimodaler Stimulation die
Synchronisationzwischen V1und S1 verdndert,und ob neonatale taktile Deprivation diesen
Effekt beeinflusst. Wir berechneten dafiir die Magnitudenquadrat-Kohérenzverdnderung
relativ zur Kohdrenz der Grundaktivitdt nach unimodaler oder crossmodaler Stimulation
fiir Kontrolltiere mit normalem taktilem Input wéhrend der Entwicklung und fiir Tiere
der ND-Gruppe (Kontrolle: n=10, ND: n=9). In den Kontrollratten verdnderte unimodale
visuelle oder taktile Stimulation die Kohdrenzen zwischen infragranuldren und granuldren
Schichten des V1 und S1 nicht, und das sowohl in der gleichen Hemisphére (kontralaterale
Stimulation), als auch in entgegengesetzten Hemisphéren (nur S1 war kontralateral zum

Stimulus) im Vergleich zur Grundkohérenz (Abb. 24). Die relative Kohdrenz war nur
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Abbildung 22. Visuell-induzierte Phasenkonzentrationen spontaner oszillatorischer Aktivitdt im
ipsilateralen S1-Barrel-Feld von ND-Ratten. (A) Graphen zeigen die mittlere resultierende Vektorlange
der oszillatorischen Phasen in' S, G und | S1-Schichten der ND-Ratten nach ipsilateraler visueller
Stimulation. Die Werte wurden mit LFPs, die in vier Frequenzbandern gefiltert wurden [Theta (4-8
Hz) in Gelb; Alpha (8-12 Hz) in Schwarz; Beta (12-30 Hz) in Magenta; Gamma (30-100 Hz) in Cyan],
berechnet. Der visuelle Stimulus wurde durch die gestrichelte schwarze Linie und den grinen
Pfeil markiert. Die farbigen gestrichelten Linien markieren die Grenzen der Konfidenzintervalle mit
a=0,01. (B) Polare Phasenverteilungshistogramme der Oszillationen im Alpha-Frequenzband (8-12

Hz) und deren resultierende Vektoren (rote Pfeile) zu verschiedenen visuellen pra- und poststimulus-

Zeitpunkten im ipsilateralen S1 in der ND-Kondition. Der Stimulus ist durch die gestrichelte schwarze

Linie und den grinen Pfeil markiert.

zwischen den supragranuldren Laminae des V1 und S1 reduziert (visuelle Stimulation:
ipsilateral -6,8 + 1,0 % p<0,001, kontralateral -2,3 + 0,8 %, p=0,02; taktile Stimulation:
ipsilateral -5,7 £ 2,5 %, p=0,04, kontralateral -3,7 + 3,5 %, p=0,32). Darauthin subtrahierten

wir beide unimodalen Kohirenzmodulationen von der crossmodalen Modulation und

korrigierten artifizielle Einfliisse, die nicht aus Synchronisationsverdnderungen zwischen

den Kortizes resultierten. Dadurch erhielten wir eine Kohdrenzédnderung, die einen

direkten supra- oder subadditiven Effekt durch crossmodale Stimulation reprasentierte

(Abb. 25A-C). Wir fanden einen signifikanten supraadditiven Kohérenzeffekt zwischen

ipsilateralen, aber nicht zwischen contralateralen granuldren Schichten des V1 und S1

in Kontrolltieren zwischen 12 und 80 Hz (ipsilateral 8,8 + 3,4 % p=0,02, kontralateral
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Abbildung 23. Direkte Konnektivitat zwischen S1 und V1 von GA- und ND-Ratten kenntlich
gemacht durch retrogrades Tracing mit Fluorogold. (A) Die Aufnahme zeigt die FG-Diffusion von der
Injektionsstelle (Pfeil) in alle S1-Schichten in einem 100 um-dicken koronalen Schnitt einer P15-
Ratte in der GA-Kondition. (B) Die Aufnahme zeigt die retrograd-gefarbten Neurone im V1 und V2 der
Ratte aus (A). Das eingeflgte Bild in der Abbildung zeigt V1-Neurone in einer starkeren Vergroflerung.
(C) Ein Diagramm, das die Anzahl und Position der retrograd-gefarbten Neurone im V1 und V2 von
drei GA-Ratten (Sterne, Kreise, Dreiecke) zeigt. (D) Die Aufnahme zeigt die FG-Diffusion von der
Injektionsstelle (Pfeil) in alle S1-Schichten in einem 100 uym-dicken koronalen Schnitt einer P20-Ratte
in der ND-Kondition. (E) Die Aufnahme zeigt die retrograd-gefarbten Neurone im V1 und V2 der Ratte
aus (D). Das eingeflgte Bild in der Abbildung zeigt V1-Neurone in einer starkeren Vergréflerung. (F)
Ein Diagramm, das die Anzahl und Position der retrograd-gefarbten Neurone im V1 und V2 von drei
ND-Ratten (Sterne, Kreise, Dreiecke) zeigt.

1,1 +2,1 %, p=0,71) (Abb. 25A, C). In ND-Ratten beobachteten wir die gleiche Tendenz,
obwohl die Effekte den Signifikanzlevel nicht erreichten (ipsilateral 7,4 + 3,9 %, p=0,12,
kontralateral 0,5 + 3,4 %, p=0,53) (Abb. 25B, C). Somit wird scheinbar in Kontroll- und
ND-Tieren die Synchronitét zwischen den primaren Kortizes in der gleichen Hemisphare
crossmodal erhoht.

Dennoch ist die Aussage dieser durch Kohdrenz gemessenen Synchronitit nicht addquat,
um zu entscheiden, ob eine direkte Kommunikation zwischen den Kortizes stattfindet.
Weitere Hirnregionen konnten unabhéngig die Aktivitdt in beiden sensorischen Arealen
steuern und damit die neuronalen Populationen synchronisieren. Deshalb priiften wir, ob
eine Direktionalitdt der neuronalen Aktivitdt zwischen den Kortizes besteht mit einer auf

Granger-Kausalitdtbasierenden Methode. Wir berechneten die Granger-kausalen Einfliisse
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nach unimodaler und crossmodaler Stimulation, korrigierten Artefakte, und verglichen
sie mit der Direktionalitit der Grundaktivititen. Nach unimodaler Stimulation fanden wir
in Kontrollratten eine signifikante langanhaltende relative Reduktion des oszillatorischen
Antriebs aller S1-Schichten durch alle V1-Schichten (G-V1 auf G-S1:-2,7 + 1,0 %, p=0,01),
und eine Verstarkung des entgegengesetzten Antriebs vom V1 durch S1 (G-S1 auf G-V1:
2,3 £ 0,9 %, p=0,02) (Abb. 26A-C). In ND-Ratten ist diese Kausalitdtsinderung nach
unimodaler Stimulation schwécher ausgepragt (G-V1 auf G-S1: -0,6 + 0,2 %, p=0,007;
G-S1 auf G-V1: 0,4 £ 0,2 %, p=0,063) (Abb. 26D). Dieser schwichere Antrieb in beide
kortiko-kortikalen Richtungen in ND-Ratten verglichen mit Kontrolltieren bewahrheitete
sich auch fiir die crossmodale Stimulationsbedingung (Abb. 25D, E). Wie bei der
Kohiérenzberechnung subtrahierten wir die unimodalen von den crossmodalen Granger-
kausalen Einfliissen und fanden eine deutliche Modulationsdifferenz der Direktionalitét
zwischen unimodaler und crossmodaler Stimulation in Kontrollratten, aber keine
Modulationsdifferenz in der ND-Gruppe (G-V1 auf G-S1: Kontrolle 1,7 + 0,3 %, ND 0,1
+ 0,8 %, p=0,01; G-S1 auf G-V1: Kontrolle 1,5 + 0,3 %, ND 0,7 £+ 0,1 %, p=0,04) (Abb.
25F, G). Diese crossmodale Direktionalitatsmodulation in Kontrollratten erhohte den
Einfluss vom V1 auf S1 verglichen zur unimodalen Stimulationskondition, wahrend der

Einfluss vom S1 auf V1 in fritheren Zeitfenstern weiter abnahm, dann jedoch in spateren

A B
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Hemispharen

Ipsilaterale
Hemispharen

Abbildung 24, Kortiko-kortikale

| - Supragranular V1
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Abbildung 25. Kortiko-kortikale Synchronisation, funktionelle Kommunikation und Direktionalitat
des oszillatorischen Antriebs zwischen S1 und V1 in Kontroll- und ND-Ratten. (A) Spektren zeigen
die Grundaktivitat-normalisierte crossmodale Koharenzmodulation relativ zu beiden unimodalen
Koharenzmodulationen zwischen S (oben), G (Mitte) oder | (unten) S1-Schichten und S (cyan), G
(magenta) oder | (schwarz) V1-Schichten in Kontroll- und (B) ND-Ratten. Relative Koharenzen wurden
sowohlfurS1ipsilateral zu V1 (i), als auch fir S1 kontralateral zu V1 (ii) berechnet. (C) Balkendiagramme
(Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels) zeigen die relative Koharenz gemittelt Gber
12-80 Hz zwischen S1-Schichten und ipsi- oder kontralateralen V1-Schichten in Kontroll- und ND-
Ratten. Die Werte wurden auf Signifikanz getestet und entsprechend markiert (p<0.05, *; p<0.01,
**). (D) Grundaktivitat-normalisierte relative Granger-Kausalitdtsanderungen uber die Zeit und
Frequenz aufgetragen nach crossmodaler Stimulation von der granuldren V1-Schicht zur granularen
S1-Lamina (i) und von der granularen S1-Schicht zur granularen V1-Lamina (ii) in Kontroll- und (E)
ND-Ratten. (F) Differenzen der crossmodalen zur unimodal-induzierten Grundaktivitat-normalisierten
relativen Granger-Kausalitatsanderungen von der granularen V1-Schicht zur granuldren S1-Lamina
(i) und von der granularen S1-Schicht zur granuldren V1-Lamina (ii) in Kontroll- und (G) ND-Ratten.
(H) Schematische Darstellung der relativen Synchronisationsmodulation (Koharenz, Linien) und
Direktionalitatsanderung (Granger-Kausalitat, Pfeile) zwischen S1 und V1 in Kontroll- und ND-
Ratten nach unimodaler oder crossmodaler Stimulation verglichen zur Grundaktivitat. Grine Farben
indizieren, dass keine Veranderung induziert wurde, rote Farben deuten auf eine Erh6hung, blaue auf
eine Verkleinerung hin.

Zeitfenstern weniger negativ war. Somit ist das Modulationsmuster der Synchronitit und
die Kommunikation zwischen S1 und V1, die durch crossmodale Stimulation induziert
werden, signifikant in Ratten verdndert, die wahrend der neonatalen Entwicklung von
taktilem Input depriviert waren (Abb. 25H).

4.2.4 Defizite der ND-Ratten im crossmodalen Objekterkennungstest

Die elektrophysiologischen und anatomischen Experimente zeigten crossmodal-
induzierte kortikale Kommunikations- und Prozessierungsmechanismen im S1, die
in andsthesierten Ratten gemessen wurden und nach frither sensorischer Deprivation
gestort und verdndert waren. Diese Tiere waren zwar in einem unbewussten Zustand
und damit unbeeinflusst von Top-Down-Kontrolle (z.B. Aufmerksamkeit), wodurch
Fehler und Artefakte vermieden wurden, die nicht aus multisensorischer Verarbeitung
resultierten, jedoch sind kritische Perioden als Phasen definiert, in denen Informationen
durch sensorische Erfahrung bereitgestellt werden, die permanent die Arbeitsleistung und
sensorische Funktion beeinflussen (Berardi et al., 2000; Knudsen, 2004) (s. Abschnitt 2.3.1).
Um nun also potentielle Verhaltensdefizite in ND-Ratten zu untersuchen, verwendeten

wir einen crossmodalen Objekterkennungstest (Winters und Reid, 2010), bei dem Ratten
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Abbildung 26. Funktionelle Kommunikation und
oszillatorischen Antriebs zwischen S1 und V1 in Kontroll- und ND-Ratten. (A) Summierte Grundaktivitat-

Direktionalitdt des summierten unimodalen

normalisierte relative Granger-Kausalitdtsanderungen Uber die Zeit und Frequenz aufgetragen

von V1-Schichten zu S1-Laminae und von (B) S1-Schichten zu V1-Laminae in Kontrollratten. (C)
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einen spontanen oder automatischen crossmodalen Vergleich durchfiihrten, um einen
Objekterkennungsprozess zu ermoglichen. Kontroll- und ND-Ratten (Kontrolle: n=15;
ND: n=18) zeigten weder Unterschiede in ihrer Gewichtsentwicklung (Abb. 27A), noch in
der Distanz oder Geschwindigkeit der Fortbewegung, noch inihrer Angstlichkeit, gemessen
durch die Zeiten, die sie in den verschiedenen Arealen des Open-Field-Tests verbrachten
(Abb. 27B). Ebenfalls unterschieden sich die Héaufigkeit und Dauer von verschiedenen
Verhaltensmustern, wie Rearing, Wall-Rearing und Grooming (Aufrichten, Aufrichten an
der Wand und Putzverhalten) nicht zwischen den Gruppen (Abb. 28A). Beide Gruppen
wurden in einem Objekterkennungstest (novel object recognition, NOR) getestet, bei
dem nach einer Probephase mit zwei baugleichen Objekten die natiirliche Priferenz der
Ratten fiir neue Gegenstinde (Antunes und Biala, 2012) genutzt wurde, um ihre Fahigkeit
zu testen, ein neues Objekt in einer Entscheidungsphase, in der ein Gegenstand aus der
Probephase durch einen neuen ersetzt wurde, zu erkennen. Die fiir die Experimente
genutzten Objekte unterschieden sich deutlich in ihrer Form (Abb. 27C) und die Ratten
wurden in fiinf Paradigmen mit unterschiedlichen Modalititskombinationen, die zur
Erkundung genutzt werden konnten, getestet (Abb. 27D). Im bimodalen (klassischen)
NOR konnten die Ratten sowohl die visuelle, als auch die taktile Modalitit nutzen, um
Informationen iiber die Objekte in beiden Phasen zu sammeln, wihrend in der unimodal
visuellen Kondition, taktile Exploration der Gegenstinde durch Glascontainer, die {iber
den Objekten platziert waren und mit denen die Tiere zuvor familiarisiert wurden,
verhindert wurde. Dementsprechend wurden in der rein-taktilen Bedingung beide
Phasen unter rotem Licht durchgefiihrt, wodurch die visuelle Exploration der Objekte
aufgrund des dichromatischen Sehvermégens der Ratten verhindert wurde (Jacobs et al,,
2001). In den crossmodalen Konditionen wurde jeweils eine Phase in der rein-visuellen
Bedingung und eine Phase in der rein-taktilen Bedingung durchgefiihrt und damit
abgesichert, dass die Tiere nicht die Moglichkeit besafien, crossmodale Assoziationen aus
vorheriger Erfahrung zu formen. Kontroll- und ND-Ratten hatten in allen sensorische
Konditionen fiir keines der beiden gleichen Objekte in der Probephase Priferenzen (Abb.
28B). Des Weiteren verbrachten Versuchstiere beider Gruppen signifikant mehr Zeit mit
der Exploration der neuen Objekte in der Entscheidungsphase sowohl des bimodalen,

als auch des unimodalen taktilen Versuchsaufbaus (Abb. 27E). Dennoch konnten nur

Balkendiagramme (Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels) zeigen die gemittelten
Granger-kausalen Einflisse von S (oben), G (Mitte) oder | (unten) S1-Schichten auf S (cyan), G
(magenta) oder | (schwarz) V1-Schichten oder umgekehrt nach unimodaler Stimulation in Kontroll-
und (D) ND-Ratten. Die Werte wurden auf Signifikanz getestet und entsprechend markiert (p<0.05, *;
p<0.01, **; p<0.001, ***),
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Abbildung 27. Verhaltenstests mit Kontroll- und ND-Ratten im Open-Field- und crossmodalen
Objekterkennungstest. (A) Gewichtsentwicklung der Kontroll- (cyan) und ND-Versuchstiere (magenta).
(B) Balkendiagramme (Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels) zeigen die Zeiten, die
die Kontroll- und ND-Versuchstiere in jeder Zone verbrachten und die Latenz zum ersten Betreten des
offenen Feldes (i) und die Distanzen (ii) und Geschwindigkeit (iii), die sie dort zurtcklegten. (C) Bilder
zeigen das Tracking einer Ratte wahrend der Entscheidungsphase des Objekterkennungstests (i) und
die Objekte und Glasgefafle, die zur Testung benutzt wurden (ii). (D) Schematische Darstellung der
flnf verschiedenen Objekterkennungstestkonditionen (bimodal, unimodal-visuell/taktil, crossmodal-
visuell-taktil/taktil-visuell). Lichtbedingungen sind durch die roten (nur rotes Licht) oder gelben
(Vollspektrum-Licht) Symbole angedeutet, die Glasgefafle durch die gepunkteten schwarzen Boxen.
(E) Balkendiagramme (Mittelwert + Standardfehler des arithmetischen Mittels) zeigen die relativen
Interaktionszeiten mit den neuen, unbekannten Objekten in % wahrend der Entscheidungsphase in
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Kontrollratten eine signifikante Priferenz fiir neue Objekte in der unimodal-visuellen
Kondition entwickeln. In der crossmodal visuell-taktilen Bedingung entschieden beide
Gruppen in etwa zufillig, wiahrend bei dem taktil-visuellen Test nur die Leistung der
Kontrollratten Signifikanz erreichte. Folglich besteht nach neonataler taktiler Deprivation

ein signifikantes, permanentes Verhaltensdefizit bei crossmodalen Vergleichsprozessen.

den funf unterschiedlichen Objekterkennungstestkonditionen. Die rote Linie markiert eine zufallige
Interaktionsverteilung. Die Werte wurden auf Signifikanz getestet und entsprechend markiert (p<0.05,
*; p<0.001, **¥*),
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5. Diskussion

Der erste Teil der Dissertation untersuchte durch die Kombination elektrophysiologischer
LFP-Ableitungen und in vivo Pharmakologie wihrend sensorischer Stimulation mit
anatomischen Tracingmethoden die funktionellen und strukturellen Korrelate visuell-
somatosensorischer Interaktionen. Wir konnten zeigen, dass (i) die visuell-taktilen
Informationen bereits im S1-Barrel-Feld prozessiert werden, (ii) die frithe visuell-
crossmodale supraadditive Verstirkung der taktil-evozierten Antworten hauptsichlich
aus der Verarbeitung in subkortikalen Arealen sensorischer Bahnen, unabhidngig vom
V1, stammt, und (iii) die visuelle Stimulus-induzierte Phasenriickstellung spontaner
neuronaler Oszillationen und die Modulationen der induzierten oszillatorischen Leistung
im S1 essentiell von der Kommunikation zwischen den primédren sensorischen Kortizes
abhangt (Abb. 29). Der zweite Teil der Dissertation demonstrierte mithilfe zweier

Tiermodelle mit unterschiedlicher sensorischer Erfahrung wéhrend der neonatalen

Abbildung 29. Schematisches
Diagramm der Mechanismen und
anatomischen Grundlagen des visuell-
somatosensorischen  Zusammenspiels
(gelb) auf neokortikaler und subkortikaler
Ebene. Wir vermuten, dass die ko-

Neokortex

26 ms
prasentierten  visuellen (grtn) und

taktilen (cyan) Stimuli, die entlang der
sensorischen Bahnen wandern, auf

13-16 ms

thalamischer und neokortikaler Ebene
integriert werden. Direkte Projektionen

Multisensorisches
vom V1 stellen vermutlich die Phase

Zusammenspiel (?)

der spontanen Netzwerkoszillationen

im S1 zurick, wahrend crossmodale
Interaktionen zwischen dem Nucleus

Sensorische Sensorische Thalamus

c

§ ventralis posteromedialis (VPM), dem
Corpus geniculatum laterale (LGN)
und anderen thalamischen Kernen

.% % ﬁ " moglicherweise fir die Verstarkung der

.g_ frdhen  Stimulus-evozierten  Antwort

= verantwortlich sind. Ubertragungszeiten

o sind auf den Pfeilen vermerkt.
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und préijuvenilen Entwicklung und der Kombination von elektrophysiologischen LFP-
Ableitungen mit anatomischen Tracingmethoden und Verhaltensversuchen, dass (i)
simultane multisensorische Exploration und visuelle Erfahrung nicht notwendig sind
zur Implementierung der anatomischen und funktionellen Netzwerk-Konnektivitit und
der crossmodalen Prozessierung im S1, (ii) neonataler taktiler Input jedoch benoétigt
wird fiir die korrekte Reifung dieser Netzwerke und die Entwicklung der Funktionen
und Verarbeitungsmechanismen dieser Netzwerke, und (iii) die neonatale taktile
erfahrungsabhangige Periode kritisch ist fiir crossmodale Objekterkennungsfihigkeiten

im spéteren Leben.

5.1 Crossmodale Prozessierungseffekte und deren
Mechanismen im S1

5.1.1 Evozierte und induzierte Potentiale

Wie in anderen Studien beschrieben (Roy et al., 2011), erreichten taktile Informationen,
die von den Vibrissen detektiert wurden, die granuldre Schicht des Barrel-Feldes nach
einer kurzen Latenz (~12 ms). Von hier breitete sich die Aktivitat im lokalen Netzwerk
in die infra- und supragranuldren Laminae aus. Neben der sehr auffilligen evozierten
Antwort, modifizierte der unimodal-somatosensorische Stimulus zusitzlich die S1-
Netzwerkaktivitit und induzierte neuronale Oszillationen mit einer grofien Frequenz-
Bandbreite (4-100 Hz). Simultane bimodale Stimulation der Vibrissen und der Augen
verstirkte die evozierte Antwort und verdndert signifikant die poststimulus-Leistung der
Netzwerkoszillationen im Theta- und Gamma-Frequenzband, wihrend das zeitliche Profil
der Aktivierung grofitenteils unbeeinflusst blieb. Die crossmodale Verstiarkung der EPs war
bereits am ersten Peak (P1) nach ~25 ms erkennbar, und auch die Amplitude des zweiten
Peaks (N1) wurde nach ~150 ms erhoht. Diese supraadditiven Effekte, die auch in den
CSDs gefunden wurden, resultierten aus lokalen Quellen im S1. Das Problem vieler EEG,
MEG- und fMRI-Studien ist, dass aufgrund der schlechten zeitlichen bzw. rdumlichen
Auflosung, die genauen crossmodalen Interaktionszeiten und/oder die Quellen der
Interaktionseffekte nicht genau bestimmt werden konnen (Driver und Noesselt, 2008).
Auch verfilschen priparative Bewusstseinszustdnde, und ein damit verbundener Prior-
entry (siche Abschnitt 5.3.1), die multisensorische Aktivitditsmodulation und Studien,
die versuchten diese Effekte zu kontrollierten, fanden erst nach ~100 ms crossmodale
EP-Modulationen (Talsma und Woldorff, 2005). Ein zusatzlicher Vorteil intrakortikaler

LFP-Messungen mit Elektrodenarrays ist, dass die lokale Aktivitit in verschiedenen
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Laminae getrennt voneinander betrachtet werden kann. So fanden wir die deutlichsten
crossmodalen Effekte der EP-Antworten in der granuldren S1-Eingangsschicht.

Die visuell-taktilen Stimulationen, die wir fiir unsere crossmodalen Paradigmen
verwendeten, wurden simultan présentiert und erfiillten demnach die zeitliche Regel
multisensorischer Integration (siche Abschnitt 2.2.1). Aufgrund der verschiedenen
physikalischen ~ Eigenschaften  der  sensorischen  Signale  (unterschiedliche
Transmissionsgeschwindigkeiten in der Umwelt) ist jedoch das Zeitfenster der
multisensorischen Integration in vielen Versuchskonditionen leicht verschoben. So ist
z.B. die Integration bei audiovisuellen Synchronititsbeurteilungen am hochsten, wenn
auditorische Signale wenige ms nach den visuellen préisentiert werden, da wir auf eine
schnellere Ubertragungsgeschwindigkeit des Lichtes als des Schalls konditioniert sind
(Lakatos et al., 2008; van Eijk et al.,, 2008). In dieser Dissertation wurden sensorische
Reize verwendet die in direkter Nahe zu den sensorischen Organen der Ratte prisentiert
wurden und die physikalische Transmissionszeit zu vernachldssigen ist. Trotzdem ist
es nicht ausgeschlossen, dass die crossmodalen Effekte bei absoluter Simultanitit der
Stimulationen nicht ihr Maximum erreichen und dass leicht vorausgehende visuelle
Stimulation diese verstirken konnte. Da die Stimulationsanzahl sehr hoch ist und die
Versuchsdurchgénge einige Zeit in Anspruch nehmen, kénnten aber auch zeitliche
Rekalibrierungsmechansimen, wie fiir audio-visuelle Versuche beschrieben (Fujisaki et

al., 2004), das Zeitfenster subjektiver Simultanitét zwischen den Modalitdten anpassen.

5.1.2 Phasenriickstellung spontaner Netzwerkoszillationen

Wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben, stellten wir die Hypothese auf, dass die crossmodalen
Modulationen der evozierten und induzierten oszillatorischen Aktivitit ubiquitar
in primidren sensorischen Kortizes durch die Verianderung der Phase spontaner
Netzwerkaktivitdt gesteuert wird. Visuelle Stimuli stellten die Phase der fortlaufenden
Netzwerkoszillationen im Barrel-Feld zuriick. Wenn Lichtblitze alleine prasentiert wurden,
induzierten sie eine deutliche und langanhaltende Phasenkonzentration der Oszillationen
in niedrigen Frequenzbereichen in allen Schichten des kontralateralen S1, wiahrend der
Effekt auf der ipsilateralen Seite deutlich schwicher und kiirzer war. Gleichermafien
verursachte taktile Stimulation eine Phasenriickstellung im V1. Uberlagerte schnellere
Ostzillationen (im Beta-Gamma-Frequenzband), deren Amplitude durch die crossmodale
Stimulation verstarkt wurde, akkumulierten demnach an einer spezifischen Phase der
spontanen Oszillationen. Deshalb kénnte der Effekt eines gleichzeitig prasentierten

taktilen Stimulus durch die zu einem Zeitpunkt definierte und tiber Versuchsdurchgiange
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konstante Phase spontaner Oszillationen im S1 moduliert werden. Die Koinzidenz
eines Stimulus mit einer spezifischen Netzwerkoszillationsphase (hohe oder niedrige
Erregbarkeit) wird mit einer Steigerung der Prozessierungseffektivitit in Verbindung
gebracht (Friesetal.,2001). Dem folgend wurde auch die oszillatorische Phasenriickstellung
im primdren auditorischen Kortex (A1) als méglicher zugrundeliegender Mechanismus
crossmodaler Interaktionen postuliert (Lakatos et al., 2007). Sowohl supraadditive
auditorisch-somatosensorische, als auch subadditive auditorisch-visuelle Interaktionen
wurden mit der Phasenriickstellung oszillatorischer Aktivitdt im A1 assoziiert (Lakatos et
al,, 2007; Thorne et al., 2011). In unserer Studie zeigte der Mechanismus zusitzlich einen
rdaumlichen Inkongruenz-Effekt, da die schwéchere und kiirzere Phasenkonzentration
auch in einer schwécheren Leistungsmodulation induzierter oszillatorischer Aktivitat
resultierte. Aufgrund der dhnlichen crossmodalen Phasenmodulation im S1 und im V1,
liegt die Hypothese nahe, dass die Phasenriickstellung spontaner Aktivitét ein genereller
Mechanismus multisensorischer Interaktionen zwischen allen sensorischen Systemen

sein konnte.

5.1.3 Kortiko-kortikale Synchronisation, funktionelle Kommunikation
und Direktionalitat

Die Synchronisation oszillatorischer Signale in verschiedenen Hirnarealen (wie in
Abschnitt 2.2.3 beschrieben) kann ein essentieller Mechanismus sein, diese Gebiete
und deren Signalverarbeitung zu verbinden (Fries, 2009), indem neuronale Aktivitat
durch die rhythmischen Potentialinderungen gebiindelt wird und so unser kognitives
System dazu tendiert, ein Objekt oder Ereignis als zusammenhéngend zu interpretieren
(Singer, 1999). Nach unimodaler Stimulation blieb die Kohdrenz zwischen S1 und
V1 unverdndert. Die Stimulation einer einzelnen Modalitit verdnderte also nicht
die Synchronitdt der oszillatorischen Aktivitit in beiden Kortizes, jedoch verschob
sich das Kommunikationsgleichgewicht, so dass S1 einen grofleren Einfluss auf V1
hatte als vor der Stimulation und V1 einen geringeren auf S1. Diese Verschiebung der
Kommunikationsdirektionalitit konnte mit der beobachteten Phasenriickstellung
zusammenhadngen, die nach unimodaler Stimulation in den jeweils crossmodalen Kortizes
festgestellt wurde (siehe Abschnitt 5.1.2), da sie zwischen den Hirnarealen kommuniziert
wurde, die oszillatorische Aktivitit zwischen diesen jedoch nicht weiter synchronisierte.
Die Interaktion der priméren Kortizes konnte ein erster Prozessierungsschritt zur
Vorbereitung von Aufmerksambkeitseftekten sein. Es wurde gezeigt, dass ein unimodaler

Stimulus Aufmerksamkeit forcieren, die Aktivitdt in primdren sensorischen Arealen
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verdndern und Reaktionszeiten auf ein nachfolgendes Event verkiirzen kann (Prior-entry,
sieche Abschnitt 5.3.1) (Spence und Parise, 2010).

Im Gegensatz dazu erh6hte crossmodale Stimulation die Synchronitit der oszillatorischen
Aktivitat zwischen den Kortizes in derselben Hemisphire und verstarkte zusatzlich die
Steuerung des V1 durch S1. Die crossmodale Synchronisation der primaren Areale kann
zum einen die neuronale Prozessierung zwischen V1 und S1 verbinden, da interagierende
Neurone einen stirkeren gegenseitigen Einfluss haben, wenn sie zur gleichen Zeit
depolarisiert werden (Senkowski et al., 2008). Zum anderen koénnten V1 und S1 durch
simultane Signalweiterleitung einen héheren Einfluss auf hierarchisch hohere Areale
entwickeln, auf die beide primaren Kortizes konvergieren (Fries, 2009). Die Verdnderung
der Direktionalitit unterstiitzt und steuert moglicherweise die kortiko-kortikale

Synchronisation.

5.2 Anatomische Grundlagen und crossmodale
Verarbeitungsbahnen

5.2.1 Thalamische Signalwege

Unsere Ergebnisse deuten auf zwei unterschiedliche Mechanismen der crossmodalen
Interaktion hin. Zum einen sorgen wohl subkortikale multisensorische Regionen entlang
der sensorischen Bahn, die die Informationen von der Peripherie auf den Neokortex
verschalten, fiir die crossmodale Verstirkung der initialen evozierten Antwort im S1,
die eine sehr kurze Latenz zum Stimulus besitzt. Verschiedene Indizien unterstiitzen
diese Schlussfolgerung. Die partielle Ausschaltung von V1 durch Lidocain-Injektion
beeinflusste nicht den ersten Peak der evozierten Antworten im S1, was darauf hindeutet,
dass der multisensorische Verarbeitungsweg V1 umgeht. Dariiber hinaus hatte der
erste beobachtbare multisensorische Effekt eine kiirzere Latenz, als die ersten visuellen
Antworten sowohl im V1, als auch im S1. Thalamische Kerne (wie der LGN oder VPM,
siehe Abschnitt 2.1.1 und 2.1.2) verschalten sensorische Informationen von der Peripherie
auf die granuldren Schichten der korrespondierenden primdren sensorischen Kortizes
(Wise und Jones, 1978; Herkenham, 1980). Neben der unisensorischen Prozessierung,
konnten manche thalamische Nuclei auch multisensorische Interaktionen vermitteln. Fir
diesen Fall wurden vier verschiedene Mechanismen postuliert (Cappe et al., 2009): (1)
thalamische Kerne senden sensorische Informationen zu mehr als einem sensorischen
Kortex; (2) crossmodaler Input wird auf thalamischer Ebene integriert und danach zu

den sensorischen Kortizes gesendet; (3) sensorische Kortizes (und eventuell auch einzelne
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Neurone) erhalten Input von verschiedenen thalamischen Regionen die verschiedenen
sensorischen Input integrieren; (4) Inputs eines sensorischen Areals werden iiber den
Thalamus zu einem anderen kortikalen Areal transferiert (kortiko-thalmokortikale
Verbindung). Aufgrund der limitierten zeitlichen Auflosung vieler Bildgebungsverfahren
(Barth et al., 1995; Noesselt et al., 2010) war es nicht mdoglich zu unterscheiden, ob
thalamische multisensorische Effekte durch feedback-Verbindungen aus kortikalen
Bereichen (Mechanismus 4) zustande kommen, oder ob sie aus einer bottom-up-
Prozessierung resultieren (Mechanismen 1-3). Unsere Ergebnisse zeigen deutlich die
Existenz eines thalamischen feedforward-Mechanismus, da die supraadditiven Effekte auf
den ersten Peak der evozierten Antwort nicht durch Lidocain beeinflusst wurden und der
Peakzeitpunkt zu kurz nach dem Stimulus war, um feedback-Interaktionen zuzulassen. Da
wir in den anatomischen Tracingstudien keine retrograd gefarbten Zellen im LGN fanden,
scheint Mechanismus 2 die wahrscheinlichste Erklarung fiir die elektrophysiologischen
Befunde zu sein. Auch konnte eine Integration in einer thalamischen Struktur, die
in Folge das integrierte Signal zu beiden Kortizes weiterleitet fiir die beobachteten
crossmodalen Kohdrenzverdnderungen verantwortlich sein. Verschiedene thalamische
Regionen reagieren auf Stimulationen mehrerer sensorischer Modalititen und kénnten
sich dadurch als crossmodale Verarbeitungsknoten eignen (Tyll et al., 2011). Simultane
visuelle und taktile Stimulation aktiviert beispielsweise Neurone im Corpus geniculatum
mediale (Wepsic, 1966) und im Nucleus reticularis (Sugitani, 1979). Zusitzlich wurden
crossmodale Interaktionen im auditorischen Thalamus gefunden (Komura et al., 2005).
Da ebenfalls einige sensomotorische Schaltkreise vor der Verschaltung auf den Kortex
geformt werden (Diamond et al., 2008), sind friithe thalamische crossmodale Interaktionen

moglicherweise direkt mit multisensorischen Reaktionsbeschleunigungen korreliert.

5.2.2 Anatomische Korrelate der Phasenriickstellung

Wir untersuchten zusdtzlich die anatomischen Bahnen, die die in Abschnitt 5.1.2
beschriebene Phasenriickstellung vermitteln koénnten. Durch retrogrades Tracing
und Lidocain-induzierte Blockade der VI1-Aktivitit konnten wir zeigen, dass
direkte Projektionen vom V1 zum S1 die anatomische Grundlage der crossmodalen
Netzwerkaktivititsmodulation darstellen konnten. Die Neurone projizierten, wie
auch fiir andere kortiko-kortikale Verbindungen beschrieben (Paperna und Malach,
1991), hauptsdchlich in die supragranuldren Schichten des S1 und dazu passend hatte
Lidocain in dieser kortikalen Tiefe auch den grofiten Effekt auf die oszillatorische

Phasenkonzentration. Kortiko-kortikale Projektionen, die in Lamina II/III enden,
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kénnten die Neurotransmitterfreisetzung in diesen Schichten verstirken. GABAerge
Ubertragung in den supragranuliren Schichten wurde als Voraussetzung der
Phasenkonzentrierung fortlaufender Aktivitit und als zelluldrer Schliisselmechanismus,
der der auditorischen Inhibition im V1 zugrunde liegt, identifiziert (Iurilli et al., 2012).
Da jedoch die Dichte der direkten Projektionen vom V1 zum S1 relativ gering ist und
die visuell-induzierte Phasenriickstellung, obwohl sie stark abgeschwiacht wurde, nicht
komplett durch die Lidocain-Injektion ausgeloscht wurde, ist es sehr wahrscheinlich,
dass zusitzliche Kommunikationswege die Mechanismen der crossmodalen Interaktion
verstirken oder ergidnzen. Beispielsweise die hohe Dichte der retrograd-gefirbten
Zellen im V2 (Abb. 10 B) lasst vermuten, dass visuelle Kortizes hoherer Ordnung, die
feedforward-Input aus dem V1 bekommen, gleichfalls involviert sein kénnten. Trotzdem
kénnen nicht viele Umschaltpunkte zwischen V1 und S1 zwischengeschaltet sein,
da die visuell-induzierte Phasenriickstellung im SI nur leicht zum Beginn der visuell-
evozierten Aktivitat im V1 verzogert war (42-68 ms gegen 37-40 ms). Auf der anderen
Seite kénnten sowohl Projektionen von multisensorischen thalamischen Kerngebieten,
als auch feedback-Projektionen aus hoheren Konvergenzarealen (Theyel et al., 2010) fiir
die verzogerten Lidocain-insensitiven Peaks der Phasenkonzentrierung verantwortlich
sein. Die Direktionalitdtsanalysen zeigten zudem, dass die beiden Kortizes miteinander
kommunizieren und crossmodaler Input diese Kommunikation flexibel variieren kann.
Im Gegensatz dazu scheint die schwéchere Leistungsmodulation und Phasenriickstellung
der S1-Aktivitit, die durch rdumlich inkongruente Reize induziert wurden, auf
unterschiedliche Mechanismen und Signalbahnen zuriickzugreifen. Da keine direkten
interhemisphidrischen Verbindungen zwischen V1 und S1 gefunden wurden, kénnten
entweder ipsilaterale Projektionen von der Retina zum dorsalen LGN (Discenza und
Reinagel, 2012), oder transkallosaler Informationstransfer zwischen den primdren
visuellen bzw. somatosensorischen Kortizes fiir die Phasenriickstellung, die nach visueller
und taktiler Stimulation in entgegengesetzten Hemisphéren auftrat, verantwortlich sein
(Geng et al., 2011; Ragert et al., 2011).

5.3 Anasthesie, Bewusstsein und Wahrnehmung

5.3.1 Anasthesie und Bewusstsein

Die Ergebnisse des ersten Teils der Dissertation lassen vermuten, dass visuelle Modulation
der S1-Aktivitit die Prozessierung der taktilen Stimuli unterstiitzt. Obwohl der

Bewusstseinszustand der Ratten (schlafihnliche Bedingungen unter Urethan-Anésthesie)
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und die einfachen Stimulationsmuster, die benutzt wurden, nicht perfekt die Bedingungen
natiirlicher multisensorischer Umgebungsexploration widerspiegeln, konnten durch diese
kontrollierten Bedingungen grundsitzliche Prinzipien und Mechanismen crossmodaler
Interaktion identifiziert werden. Erst kiirzlich wurde gezeigt (Rowland, 2012), dass
Interaktionen, die im andsthesierten Tier gefunden wurden, ebenfalls die crossmodale
Prozessierungin einer komplexen natiirlichen Umgebung steuern. Ebenfalls konnte mitden
Versuchsbedingungen vermieden werden das Aufmerksamkeit, die auf eine sensorische
Modalitit oder einen Ort gerichtet sein kann, die multisensorischen Effekte verfalscht,
eine Vorgang der als Prior-entry bezeichnet wird (Spence und Parise, 2010). Prior-entry
kann beispielsweise die Leistung bei Synchronitits- oder temporalen-Beurteilungen
beeinflussen und verandert damit die empfundene Zeit. Diese Verfilschungseftekte
konnten wir in dieser Dissertation durch den Bewusstseinszustand der Ratten vermeiden.
Auflerdem konnte gezeigt werden, dass frithe multisensorische Integration, die in EPs
festgestellt wurde, sogar mit visuellen Suchvorteilen korrelieren und damit bestimmen
kann, welche Vorgéinge in einer reiziiberfluteten Umgebung weitere Aufmerksamkeit
bendtigen (Van der Burg et al., 2011).

5.3.2 Verhalten

Ahnlich wie in jiingsten Forschungserkenntnissen audio-visueller Detektion erkennbar
(Gleiss und Kayser, 2012), vermuten wir, dass auch der Zugang zu taktiler und visueller
Information fiir Ratten von Vorteil sein, und Wahrnehmung unterstiitzen kann. Die
Leistung in Vibrissen-basierten Unterscheidungsaufgaben beruht sogar im Dunkeln
essentiell auf dem Feuerverhalten der V1-Neurone (Vasconcelos et al., 2011). Ebenfalls
reduziert Beobachtung eines taktil-stimulierten Arms den auflosbaren Abstand in einer
zwei-Punkt-Diskriminierung im Menschen (Kennett et al., 2001). Visuelle Modulation
der S1-Aktivitit ist in die visuelle Empfindungsverstirkung von Beriihrungen involviert
(Serino et al., 2009). Dariiber hinaus wurde im Menschen gezeigt, dass Integration
multimodaler Eigenschaften bei Objekterkennungsaufgaben mit einer crossmodalen
Modulation der ERPs und CSDs innerhalb der ersten 200 ms poststimulus einhergeht
(Giard und Peronnet, 1999).

Unsere Verhaltensstudien zeigten, wie bereits zuvor beschrieben (Winters und
Reid, 2010), dass auch Ratten in der Lage sind durch crossmodale Verbindung von
Objekteigenschaften, diese zu identifizieren. Dafiir miissen die Objekteigenschaften
zuerst crossmodal prozessiert und integriert werden. Die Ergebnisse der Dissertation

zeigen, dass crossmodale Interaktionen auf subkortikaler (thalamischer) Ebene und
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oszillatorische Steuerung primérer sensorischer Kortizes durch direkte Konnektivitit
leistungsfahige Instrumente der Informationsprozessierung darstellen, die dazu beitragen
kénnen, auffillige und moglicherweise relevante Vorgange in der Umgebung besser zu

detektieren und zu lokalisieren.

5.4 Kritische Perioden und erfahrungsabhangige Aktivitat

5.4.1 Multisensorische erfahrungsabhangige Aktivitat

Im zweiten Teil der Dissertation untersuchten wir, ob fiir die Entwicklung der crossmodalen
Effekte im S1, deren Mechanismen und Verarbeitungsnetzwerke multisensorischer Input
notwendig ist. Die Versuche mit prajuvenilen Ratten der GA-Gruppe zeigten, dass sowohl
evozierte, als auch induzierte Aktivitit durch einen visuellen crossmodalen Stimulus
moduliert wurden, und der Modulationsverlauf sowie das zeitliche und raumliche Profil
dieser Effekte denen der Kontrollratten entsprachen. Ebenfalls wurde die Phase spontaner
Ostzillationen durch visuelle Stimulation der Retina durch das geschlossene Augenlid
zuriickgesetzt. Obwohl die unimodalen Antworten im S1 und auch im V1 in Amplitude,
Leistung, Latenz und Dauer noch nicht den Antworten in adulten Tieren entsprachen,
waren die crossmodalen Effekte schon komplett entwickelt. Auch direkte kortiko-
kortikale Verbindungen zogen bereits vom V1 zum S1, ohne dass die Netzwerke zuvor
multisensorisch stimuliert worden waren. Im Affen-SC wurden direkt nach der Geburt,
also ebenfalls ohne vorherigen simultanen multisensorischen Input, Zellen gefunden,
die auf Input von mehr als einer sensorischen Modalitit reagierten (Wallace und Stein,
2001). LeVay et al. folgerte 1980 aus den Versuchen mit neugeborenen Affen, dass visuelle
Erfahrung keine grofSe Rolle fiir die Entwicklung des visuellen Systems in Sdugtieren
zumindest bis zur Ebene des visuellen Kortex spielt, da sie direkt nach der Geburt visuell
kompetent sind und die gleichen rezeptiven Feldeigenschaften wie bei erwachsenen
Tieren besitzen. Gemaf3 unseren Daten konnte dies zum Teil auch fiir die Entwicklung der
multisensorischen Netzwerke, die fiir die Prozessierung im S1 verantwortlich sind, der Fall
sein. Dariiber hinaus waren Zellantworten im V1 von neugeborenen Katzen ohne visuelle
Erfahrungvergleichbar mit denen adulter Tiere (Hubel und Wiesel, 1963), eine monokulare
Deprivation von Geburt an fiihrte allerdings dazu, dass Zellen im kontralateralen V1
nicht mehr auf visuelle Reize reagierten (Wiesel und Hubel, 1963), demensprechend
visuelle Erfahrung zwar nicht notig war um visuelle Netzwerke zu etablieren, aber um
sie aufrechtzuerhalten. So scheint auch in unserer Studie visuelle Erfahrung keine grof3e

Rolle in der multisensorischen Netzwerketablierung zu spielen. Allerdings kann visuelle
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Deprivation in Katzen beispielsweise fiir eine Verdnderung geniculo-kortikaler Axone
sorgen (Antonini und Stryker, 1993). Weiterhin bleibt zu bedenken, dass die Ratten in der
Studie zwar noch geschlossene Augen hatten und weder Muster erkennen, noch visuell
ihre Umgebung explorieren konnten, jedoch wurde gezeigt, dass in Frettchen sogar die
frithe Aktivitat, ausgelost durch Lichteinfille durch die Augenlider, an der Entwicklung
des visuellen Systems mitwirken kann (Akerman et al.,, 2002; Grubb und Thompson,
2004).

5.4.2 Neonatale taktile Aktivitat

Ein Unterschied des taktilen gegeniiber des visuellen Systems in der Ratte ist, dass
die taktilen Sensoren schon bei der Geburt Input detektieren konnen, also zu einem
Zeitpunkt an dem das Gehirn noch sehr unreif und somit schon sehr frith den formenden
Einfliisssen der Umwelt ausgesetzt ist. Taktile Deprivation wahrend dieser plastischen
Entwicklungsperiode hat dementsprechend auch Einfluss auf die anatomische und
funktionelle Ausbildung des somatosensorischen Netzwerkes, beispielsweise die
thalamo-kortikale Synapsenbildung (Feldman und Brecht, 2005; Fox und Wong, 2005).
Unsere Ergebnisse zeigten, dass neonatale taktile Deprivation auch die Entwicklung
multisensorischer Netzwerke behindert. Die crossmodale Modulation sowohl evozierter,
alsauch induzierter Aktivitit war in ND-Ratten teilweise nicht vorhanden bzw. unterschied
sich der Modulationsverlauf sowie das zeitliche und rdaumliche Profil dieser Effekte
von denen der Kontrollratten. Die Phase spontaner Oszillationen wurde zwar durch
visuelle Stimulation zuriickgesetzt, jedoch fand die Phasenkonzentration in ND-Tieren
hauptséchlich in niedrigeren Frequenzen als in der Kontrollgruppe statt und veranderte
somit auch die Phasenverteilung der Oszillationen zu spezifischen poststimulus-
Zeitpunkten. Wie in Abschnitt 5.1.2 beschrieben, akkumulieren iiberlagerte schnellere
Oszillationen an spezifischen Phasen der spontanen Oszillationen, die in ND-Ratten
jedoch zeitlich verschoben sind. Dies konnte auch der Grund dafiir sein, dass der Effekt
eines gleichzeitig prisentierten taktilen Stimulus durch die verdnderte Phase spontaner
Ostzillationen im S1 unterschiedlich prozessiert wird und die Verarbeitungseffektivitit
dadurch sinkt (Fries et al., 2001). Ebenfalls war die Anzahl direkter kortiko-kortikaler
Verbindungen in ND-Ratten stark reduziert und die funktionelle crossmodale
Kommunikation (Synchronitdt und Direktionalitdt oszillatorischer Aktivitit) zwischen
den priméren Kortizes war gestort. Viele der kognitiven Funktionen des Gehirns sind auf
koordinierte Interaktionen zwischen Gehirnregionen angewiesen und es konnte gezeigt

werden, dass Synchronitits- oder Kommunikationsdefizite, wie sie pathologisch in

88



Kapitel 5 Diskussion 5.4.2

Schizophrenie-, Autismus- und Alzheimer-Patienten beobachtet werden konnten, direkt
mit Stérungen kognitiver Funktionen einhergehen (Uhlhaas und Singer, 2006). In unserer
Studie waren taktil-deprivierte Ratten, die Synchronitéts- oder Kommunikationsdefizite
zwischen V1 und S1 aufwiesen, ebenfalls nicht in der Lage crossmodale kognitive

Objekterkennungstests zu 16sen.

5.5 Mogliche Auswirkungen und Folgestudien

Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigten crossmodale Prozessierungseffekte, die
die lokale Netzwerkaktivitdit im primédren somatosensorischen Kortex veranderten.
Indirekt konnte tiber die Lidocain-induzierte Blockade der V1-Aktivitit, retrogrades
Tracing und Kommunikationsanalysen gezeigt werden, dass sowohl subkortikale
feedforward-Interaktionen, als auch direkte kortiko-kortikale Verarbeitung an den
Effekten beteiligt sind. Fiir spatere Effekte sind sehr wahrscheinlich zusitzlich rekurrente
feedback-Verbindungen aus hoheren kortikalen Arealen mitverantwortlich. Um die
genauen Netzwerkinteraktionen und essentiellen Knotenpunkte der Prozessierung
fiir verschiedene crossmodale Prozessierungseffekte auszumachen, wéren simultane
extrazelluldre LFP-Messungen in primiren sensorischen Kortizes und thalamischen
Gebieten oder Assoziationskortizes, kombiniert mit systematischer pharmakologischer
Ausschaltung derselben, sowie gewichtete Konnektivitdtsanalysen in verschiedenen
Stimulationskonditionen (rdumliche oder zeitlich Inkongruenzen, unterschiedliche
Stimulusintensititen) hilfreich.

In unserer Studie verdeutlichten wir die Rolle des Mechanismus der Phasenriickstellung
fir multisensorische Prozessierung. Weiterfithrenden Aufschluss iiber die crossmodale
neuronale Initiierung des Mechanismus und dessen Urspriinge konnten Analysen des
Feuerverhaltens bestimmter Neuronenpopulationen (Timing zwischen verschiedenen
Arealen und zum Stimulus und oszillatorischer Aktivitit) und deren synaptische
Potentiale beispielsweise durch parallele Einzelzellableitungen oder nach optogenetischer
Aktivierung oder Deaktivierung der Neurone geben (Deisseroth, 2011; Iurilli et al., 2012).
Unsere Untersuchungen zeigten ebenfalls, dass neonatale taktile Deprivation die
crossmodalen Objekterkennungsfihigkeiten der Ratten reduzierte. Der direkte
Zusammenhang zwischen diesen Verhaltenstests und kortikalen  crossmodalen
Aktivitatsveranderungen  bedarf allerdings chronischer elektrophysiologischer
Messmethoden kombiniert mit Verhaltensversuchen.

Inkongruenzeffekte, die wir im S1 nach crossmodaler Stimulation finden konnten,

konnten auf eine frithe Funktion der priméren Kortizes fiir die crossmodale Kartierung
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externaler Koordinaten in ein internes Reprdsentationssystem hindeuten. Gerade
zwischen dem taktilen und dem visuellen System kann es aufgrund von Stellungswechseln
der Extremitdten zu einer Veranderung des relativen raumlichen Bezugs der Systeme
kommen, z.B. beim Kreuzen der Arme, so dass topologische Koordinaten rekartiert werden
miissen (Yamamoto und Kitazawa, 2001). Bisher wurden diese Kartierungsmechanismen
hauptséchlich in Assoziationsarealen untersucht, wie dem PPC (Azanon et al., 2010).

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Spezifizitdt der crossmodalen Prozessierung.
Die Mechanismen des visuell-somatosensorischen Zusammenspiels wurden in dieser
Dissertation fiir taktile Inputs beschrieben, es wire aber denkbar, dass diese auch bei der
nozizeptiven Signalverarbeitung mithelfen (Mancini, 2013). Es wurde gezeigt, dass sowohl
erfahrungsabhangiger taktiler, als auch nozizeptiver Input in einer kritischen Periode fiir
die Ausbildung nozizeptiver Reflexe notig ist (Waldenstrom et al., 2003), die Systeme also
auch in der Entwicklung eng miteinander verbunden sind.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass zukiinftige Studien iiber die multisensorische
Signalverarbeitung unseres Gehirns verschiedene Methoden und Untersuchungsstrategien

kombinijeren und integrieren miissen.
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Abstract

Real-world perception of environment and optimal behavior relies on integration of
information from multiple senses. The classical idea of a hierarchical sensory organization
is challenged by recent evidence from human, primate and rodent work showing that
multisensory processing is already taking place in putatively unisensory neocortical
regions like the primary cortices. However, the neural mechanisms and processing
networks underlying multisensory interactions are still poorly understood.

In the first part of the dissertation we demonstrate the critical role of evoked, induced
and spontaneous network oscillations and direct cortico-cortical connectivity between
primary sensory cortices in visual-somatosensory interactions. Extracellular local field
potential recordings from all layers of the barrel field in Brown Norway rats in vivo showed
that bimodal stimulation (simultaneous light flash and whisker deflection) augmented the
tactile-evoked response and changed the power of induced network oscillations via resetting
the phase of ongoing oscillations. Bimodal stimulation also increased the synchrony and
strengthened the communication between primary visual (V1) and somatosensory (S1)
cortex. Anatomical tracing revealed sparse direct connectivity between these regions.
Pharmacological silencing of V1 diminished but did not abolish cross-modal effects on S1
oscillatory activity, while leaving the early enhancement of the evoked response unaffected.
Thus, visual stimuli seem to impact tactile processing by modulating network oscillations
in S1 via cortico-cortical projections and subcortical feed-forward interactions.

Similar to unisensory development maturation of multisensory neurons in convergence
regions, like the superior colliculus, and maturation of cross-modal abilities are dependent
on sensory input during critical periods. However, the mechanisms, critical periods and
experience-dependent activity underlying the development of cross-modal effects in
primary sensory cortices remain largely unknown.

To elucidate this issue, we focused in the second part of the dissertation on the
convergence of visual and tactile information in the S1 and V1 of Brown Norway rats at
two developmental stages: (i) before active multisensory exploration and (ii) adult stage
after neonatal tactile deprivation. Despite the lack of visual or multisensory experience,
pre-juvenile rats showed an adult phenotype for augmentation of tactile-evoked response,
power change of induced network oscillations and phase-reset of ongoing oscillations due
to bimodal stimulation. On the other hand, neonatal tactile deprivation abolished the early

cross-modal effects on evoked activity, changed the profile of induced power modulation
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Abstract

via shifting the phase-reset of spontaneous activity to lower frequencies and disturbed the
cortico-cortical anatomical connectivity and functional communication in the adult rat.
Tactile deprived animals also lost their ability to perform cross-modal object recognition
tasks. Thus, tactile, but not minimal cross-modal or visual experience is mandatory for the

development of multisensory processing in the S1.
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