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Zusammenfassung

Ostzillationen ermoglichen eine schnelle und flexible Kommunikation zwischen weit
entfernten neuronalen Netzwerken und bieten so die Grundlage fiir kognitive Funk-
tionen. Im Neokortex tritt oszillatorische Aktivitédt in unterschiedlichen Frequenz-
béndern schon wihrend frither Phasen der Entwicklung auf. Diese frithen Aktivitats-
muster spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung und Verschaltung heranreifen-
der Netzwerke in Hinblick auf ihre zukiinftigen funktionellen Anforderungen. Uber
die zeitliche und rédumliche Organisation der frithen Aktivitdtsmuster im Zusammen-
hang mit der altersabhéngigen Verfeinerung von Netzwerken ist nur wenig bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der neuronalen Verarbeitung und
Kommunikation in lokalen Netzwerken des prifrontalen Kortex (PFC) wéhrend
frither Entwicklungsstufen. Dafiir wurde die Netzwerkaktivitét in unterschiedlichen
kortikalen Schichten des PFC von neonatalen, préjuvenilen und juvenilen Ratten
mithilfe von extrazelluldren Elektroden in vivo gemessen. Frithere Arbeiten haben
gezeigt, dass die Netzwerkaktivitéit im PFC wihrend der Entwicklung von einer dis-
kontinuierlichen Aktivitét, die aus zwei unterschiedlichen Aktivitdtsmustern besteht
— spindle bursts (SB) und nested gamma spindle bursts (NG) — zunehmend in ei-
ne kontinuierliche Aktivitédtsform iibergeht. Teil dieser Arbeit war die Entwicklung
einer Methode zur automatischen Detektion und Klassifizierung dieser Aktivitéits-
muster. Diese Methode ermoglichte es, anschlieBend die Eigenschaften der SB, NG
und der kontinuierlichen Aktivitdt beziiglich ihrer Frequenzkomponenten, Synchro-
nisationsmuster und ihrem Einfluss auf das Feuern der prifrontalen Neurone zu
untersuchen.

Frequenzanalysen zeigen, dass der Grundrhythmus aller préfrontalen Oszillatio-
nen im theta/alpha-Bereich (4-12 Hz) liegt. Wihrend NG wechselt sich dieser mit
einem schnelleren Rhythmus im beta/low gamma-Bereich (16-40 Hz) ab. Zusétzlich
weisen NG eine sehr schnelle Komponente zwischen 100 und 400 Hz auf, die auf-
gelagert auf dem NG-Rhythmus auftritt (High Frequency Oscillations, HFO). Im

neonatalen Alter unterscheidet sich die Power der Oszillationen in oberen und unte-
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ren Schichten des PFC. Dieser Unterschied ist besonders deutlich fiir die HFO und
verschwindet mit dem Alter. Eine dhnliche Abhéngigkeit von Alter und kortikaler
Tiefe wurde fiir die Synchronitét innerhalb der Frequenzbénder gefunden, die mithil-
fe einer Kohérenzanalyse untersucht wurde. Wéhrend die theta/alpha-Oszillationen
eine starke intralaminare Kohérenz aufweisen, ist der beta/low gamma-Rhythmus
Séulen-artig synchronisiert. Dieses Synchronisationsmuster verschwindet mit dem
Alter. Vor allem wiéhrend frither Entwicklungsstadien wird die Amplitude der HFO
stark durch die Phase der Grundrhythmen moduliert. Das Spiking der préfrontalen
Neurone wiederum ist stark an die Phase der HFO gekoppelt.

Die Netzwerkaktivitit im heranreifenden PFC weist eine komplexe zeitliche und
rdumliche Struktur auf, die sich wihrend der Entwicklung dndert. Dabei zeigt je-
de Entwicklungsstufe eigene Aktivitédts- und Synchronisationsmuster, die eng mit
der anatomischen Reifung des PFC zusammenhéngen und einen Einfluss auf die

Ausbildung der Konnektivitéit haben kénnten.



1 Einleitung

1.1 Osazillationen

Das Gehirn bietet die Basis unseres Bewusstseins. Das Zusammenspiel von Millio-
nen einzelner Nervenzellen ermdglicht es, dass wir unsere Umwelt wahrnehmen und
darauf reagieren kénnen, dass wir in der Lage sind zu lernen und uns zu erinnern.
Die Aktivitéit der einzelnen Neurone muss dafiir in flexiblen Netzwerken organisiert
werden, die miteinander kommunizieren. Fiir eine funktionelle Interaktion zwischen
Neuronen wird die anatomische Konnektivitit auf dynamische Weise moduliert. Dies
kann durch eine temporire Synchronisation ihrer Aktivitéit erfolgen, durch die eine
Kommunikation innerhalb lokaler und entfernter Netzwerke erleichtert wird. Da-
bei spielen Oszillationen eine entscheidende Rolle (Singer, 1993; Fries, 2005; Wang,
2010).

1.1.1 Mechanismen und Funktion von Netzwerkoszillationen

Oszillationen unterschiedlicher Frequenzen treten in allen kortikalen Regionen auf
und werden mit verschiedenen Hirnfunktionen in Verbindung gebracht (Buzsaki u.
Draguhn, 2004). Sie sind zum Beispiel beteiligt an sensorischer Wahrnehmung und
multisensorischer Verarbeitung (Hipp u.a., 2011), bei der Steuerung von Bewegun-
gen (Schoffelen u. a., 2005), an Gedédchtnisprozessen (Hasselmo u. a., 2002), Aufmerk-
samkeit (Fries u. a., 2001; Buschman u. Miller, 2007; Gregoriou u. a., 2009), Arbeits-
gedéchtnis (Siegel u. a., 2009) und Entscheidungsfindung (Pesaran u. a., 2008).
Aufgrund intrinsischer Membraneigenschaften zeigen einzelne Nervenzellen Reso-
nanzverhalten, das heisst sie reagieren selektiv auf Inputs in bestimmten Frequenzen
und ihr Membranpotential zeigt unter bestimmten Bedingungen oszillatorische Fluk-
tuationen (Llinds, 1988; Hutcheon u. Yarom, 2000). Damit Netzwerkoszillationen
entstehen, sind bestimmte Strukturen in der Netzwerkarchitektur (vor allem inhi-

bitorische und rekurrente exzitatorische chemische Synapsen, aber auch elektrische



Synapsen) notwendig, durch die es zu einer Synchronisation der Aktivitdt von Neu-
ronenpopulationen kommt (Steriade u. Llinds, 1988; Destexhe u. Sejnowski, 2003).
Das regelméflige Feuern dieser Neurone kann wiederum durch synchrone Inputs im
Zielnetzwerk Oszillationen auslosen (Bartos u. a., 2007).

Oszillationen eines Netzwerkes geben zeitliche Fenster fiir Inhibition und Exzi-
tation vor. Auf diese Weise modulieren sie die Erregbarkeit von Neuronen und
konnen ihr Feuern zeitlich koordinieren (Fries, 2005). Prézise zeitliche Koordination
von Aktionspotentialen kann langfristige Auswirkungen auf die synaptische Stérke
haben (Hebb, 1949). Auf diese Weise fordern Oszillationen synaptische Plastizitét
(Markram u. a., 1997; Bi u. Poo, 2001), die auch schon wiihrend der Entwicklung von
Bedeutung ist (Bi u. Poo, 2001). Ebenso haben Oszillationen aber auch einen direk-
ten transienten Einfluss auf die Signaliibertragung. Wenn zwei entfernte Netzwerke
auf kohérente Art oszillieren, erleichtert das — durch aufeinander abgestimmte zeitli-
che Fenster erhohter Erregbarkeit — die Kommunikation zwischen ihnen. So werden
feste anatomische Verbindungen auf dynamische und flexible Weise effektiv verstarkt
(Varela u. a., 2001; Fries, 2005; Schoffelen u. a., 2005; Womelsdorf u. a., 2007).

Oszillationen in unterschiedlichen Frequenzbédndern werden mit unterschiedlichen
Bewusstseinszustinden in Zusammenhang gebracht (Abb. 1.1). Der delta-Rhythmus
(0,5-4 Hz) zum Beispiel ist der dominante Rhythmus wéhrend des Schlafes (Steria-
de u.a., 1991), theta-Aktivitit wird mit dem Arbeitsgedéchtnis in Zusammenhang
gebracht und gamma-Aktivitdt ist erhoht bei Aufmerksamkeit und Gedéchtnisfor-
mierung. Generell synchronisieren langsame Oszillationen weit entfernte Netzwerke
iiber lange Zeitfenster, wihrend schnelle Oszillationen lokale Netzwerke fiir kurze
Zeit synchronisieren (Kopell u. a., 2000; Buzsaki u. Draguhn, 2004). Oszillationen in
unterschiedlichen Frequenzbindern kénnen auch gleichzeitig auftreten. Dabei syn-
chronisieren langsame Oszillationen lokale Netzwerke in entfernten Regionen, indem
sie die Zeitfenster fiir das Auftreten von schnellen lokalen Oszillationen bestimmen
(Buzsaki u. Draguhn, 2004).

1.1.2 Eigenschaften von Oszillationen

Eine Methode zur Messung von Hirnaktivitdt ist die Ableitung mithilfe von extra-
zelluldren Elektroden. Diese Elektroden messen extrazellulir die Anderungen des
Membranpotentials einer ganzen Neuronenpopulation — das lokale Feldpotential (lo-

cal field potential, LFP). Das LFP spiegelt hauptsichlich die Summe der postsynap-
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Abbildung 1.1 — Ostzillatorische Gehirnaktivitdt. Im Gehirn treten Oszillationen in
verschiedenen Frequenzbéndern auf, die an unterschiedlichen Funktionen und Bewusst-
seinszusténden beteiligt sind. Diese Tabelle zeigt die bekanntesten Frequenzbénder und
einige Funktionen, mit denen diese in Verbindung gebracht werden (Wang, 2010).



tischen Potentiale aller Zellen in der Umgebung der Elektrode wider (Buzsaki u. a.,
2003; Buzsdki, 2004). Fluktuieren die Membranpotentiale dieser Zellen synchron,

werden Netzwerkoszillationen gemessen.

Wichtige Eigenschaften zur Charakterisierung von Netzwerkoszillationen sind die
Frequenz der Oszillation und ihre Amplitude, beziehungsweise die Power in den ein-
zelnen Frequenzbiandern. Die Amplitude gibt die maximale Auslenkung des Signals
wieder. Die Grofie der Auslenkung eines Signals mit einer festen Amplitude wird
durch die Phase festgelegt. Sie enthélt die Information iiber den aktuellen Abschnitt
des Ostzillationszyklus. Instantane Phase und Amplitude kénnen iiber die Hilbert-
Transformation berechnet werden. Innerhalb einer Periode nimmt die Phase Werte
zwischen —7 an einem Trough und 7 am né#chsten Trough an, mit einer Phase von
0 an den Peaks. Die Dauer einer Periode T bestimmt die Frequenz der Oszillation,
die durch f = % gegeben ist. Durch eine Fourier-Analyse kann das Signal von der
Zeitdoméne in die Frequenzdoméne umgewandelt werden (Abb. 1.2). Dabei wird
das Signal in Sinus- und Kosinusfunktionen zerlegt. Jede dieser Funktionen hat eine
eindeutige Frequenz und Amplitude. Ein Powerspektrum zeigt die Signalstérke in

Abhéngigkeit der Frequenz an.

. . Fourier- .
Zeit-Domane Frequenz-Domane
Analyse

Hawawawawal

E J U U U zit 5

s/ / / /.

E,n_/ / / / / f=1T Frequenz

Abbildung 1.2 — Bestimmung der Amplitude, Phase und Frequenz von Oszillationen.
Oszillatorisches Signal in der Zeitdoméne (links) mit dazugehoriger Amplitude (griin)
und Phase (unten, rot) fiir jeden Zeitpunkt und dasselbe Signal nach Umwandlung in
die Frequenzdoméne (rechts).



1.1.3 Beziehung zwischen Netzwerkoszillationen und Spikes

Mit einer extrazelluldren Elektrode kénnen neben dem LFP, das in erster Linie die
Eingéinge des Netzwerkes widerspiegelt, auch die Aktionspotentiale von Zellen ge-
messen werden, die sich in unmittelbarer Néhe zur Elektrode befinden (Buzséki,
2004). Die Spikes spiegeln im Gegensatz zum LFP die Ausginge des Netzwerkes
wider. Mit Hilfe eines Hochpassfilters kann das schnelle Spike-Signal von den lang-
sameren Netzwerkoszillationen getrennt werden (Schomburg u.a., 2012). Anhand
ihrer Wellenform ist es moglich Spikes von unterschiedlichen Zellen zu unterschei-
den (Harris u. a., 2000). Die Unterschiede in der Wellenform kénnen Aufschluss iiber
den Zelltyp geben. Die Spikes von Interneuronen sind in der Regel schneller als die
von Pyramidenzellen (Bartho, 2004). Aber auch Spikes von mehreren Neuronen des
gleichen Typs kénnen durch die unterschiedliche Entfernung zur Elektrode anhand
ihrer Wellenform unterschieden werden (Gold u. a., 2006).

Sind die Eingéinge eines Netzwerkes synchronisiert, erleichtert das die Integration
der synaptischen Potentiale und erhcht damit die Feuer-Wahrscheinlichkeit einzel-
ner Zellen. Netzwerkoszillationen modulieren in rhythmischer Weise die Erregbarkeit
einer Zellpopulation, was zu einer synchronisierten Spiking-Aktivitdt im gesamten
Netzwerk fiithrt. Die synchronisierten Output-Signale haben wiederum einen hoher-
en Einfluss auf ihre Zielnetzwerke. Auflerdem ist zeitlich abgestimmtes Feuern die

Grundlage fiir synaptische Plastizitiéit.

Die zeitliche Koordination von Spikes bietet neben der Feuerrate einen weiteren
Mechanismus der Informations-Kodierung (Singer, 1993). Oft treten Spikes bevor-
zugt zu einer bestimmten Phase der Netzwerkoszillation auf. Ein in Ratten und
Maéusen ausfiihrlich untersuchtes Beispiel sind die place cells des Hippocampus. Die-
se Pyramidenzellen feuern, wenn sich das Tier an einer bestimmten Stelle eines
bekannten Raumes befindet — dem place field dieser Zelle (O’Keefe u. Dostrovsky,
1971). Das Feuern einer place cell gibt also Aufschluss dariiber, ob sich das Tier
im place field dieser Zelle befindet, wobei die Feuerrate im Zentrum des Feldes am
hochsten ist. Die Information iiber die genaue Position innerhalb dieses place field ist
in der Spikezeit relativ zur Netzwerkoszillation kodiert. place cells zeigen eine Prife-
renz fiir bestimmte Phasen der theta-Oszillation im Hippocampus. Wenn das Tier
ein place field betritt, feuert die entsprechende Zelle bevorzugt zu einer bestimmten
Phase der Oszillation. Diese Phasenpréferenz verschiebt sich zunehmend zu frither-

en Phasen, wenn sich das Tier entlang des place field bewegt. Die Information iiber



die Position des Tieres ist also in einer Kombination aus Raten- und Phasen-Kode
enthalten (O’Keefe u. Recce, 1993; O’Keefe u. Burgess, 2005). Auch auflerhalb des
Hippocampus spielt die Kopplung zwischen Spikes und Ostzillationsphase eine Rolle,
so ist zum Beispiel im préfrontalen Kortex die Information iiber einzelne Objekte

im Kurzzeitgeddchtnis phasenkodiert (Siegel u.a., 2009).

1.2 Ontogenese oszillatorischer Aktivitat

Ostzillationen sind nicht nur im adulten Gehirn von grofler Bedeutung, sondern spie-
len bereits wihrend der Entwicklung eine entscheidende Rolle.

Die neuronale Entwicklung beginnt mit der Proliferation, Migration und Diffe-
renzierung von Nervenzellen. Wéhrend der Proliferation teilen und vermehren sich
Stammzellen aus denen Neurone hervorgehen, die dann durch Migration an ihre
Zielposition gelangen. Die Differenzierung der Neurone umfasst die Entwicklung
elektrischer Erregbarkeit, Transmitterspezifizierung und die Ausbildung von Axo-
nen und Dendriten. Diese Vorgénge legen die Grundarchitektur des Netzwerkes fest
(Spitzer, 2006; Blankenship u. Feller, 2009; Kilb u. a., 2011). Hauptséchlich sind die-
se Vorgidnge von genetischen Faktoren abhiingig. Genexpression fiihrt zur Synthese
von Tonen-Kanélen, Rezeptoren und Liganden und molekulare Signalstoffe steuern
erste Zell-Zell-Interaktionen (Katz u. Shatz, 1996; Polleux, 2005; Khazipov u. Luh-
mann, 2006). Aber auch unkoordinierte elektrische Aktivitdt (vor allem in Form von
Ca**-Stromen) spielt hierbei eine Rolle. Die intrazellulire Ca?*-Konzentration hat
eine regulatorische Funktion fiir die Genexpression und viele Signalwege (Spitzer,
2006; Blankenship u. Feller, 2009).

Anschliessend findet die Entstehung von Synapsen, die Festlegung der Konnekti-
vitdt und eine Verfeinerung der Netzwerkarchitektur statt. Dabei ist eine frithe Form
koordinierter Netzwerkaktivitit von entscheidender Bedeutung (Katz u. Shatz, 1996;
Khazipov u. Luhmann, 2006; Hanganu-Opatz, 2010; Kilb u. a., 2011). Diese Muster
frither oszillatorischer Aktivitdt und ihre Rolle widhrend der Entwicklung wurden fiir
die sensorischen Kortices am ausfiihrlichsten beschrieben (Hanganu u. a., 2006; Hu-
berman u. a., 2006; Yang u. a., 2009). Im adulten Gehirn ist der sensorische Kortex in
somatotopischen Karten organisiert, die die Topologie der Peripherie widerspiegeln
(Mountcastle, 1957). Diese Organisation wird schon friih in der Entwicklung unter

Beteiligung von Oszillationen angelegt (Minlebaev u. a., 2011).



1.2.1 Stimulus-abhangige und -unabhingige Netzwerkaktivitat

Hubel u. Wiesel (1970) haben gezeigt, dass elektrische Aktivitét und visuelle Erfah-
rung fiir die Ausbildung von okuldren Dominanzsdulen notwendig sind. Wurde bei
neonatalen Katzen wihrend einer bestimmten Entwicklungsphase ein Auge depri-
viert, reagierten viele Zellen im visuellen Kortex spéter nicht mehr auf Stimulationen
dieses Auges. Eine Deprivierung vor oder nach dieser kritischen Phase zeigt eine ge-
ringe oder gar keine Auswirkung. Dieser Effekt ist nicht spezifisch fiir das visuelle
System, sondern wurde auch fiir andere sensorische Systeme beschrieben. So zeig-
ten zum Beispiel Ratten, die in der frithen Entwicklung unnatiirlichen Geréduschen
ausgesetzt waren, Verdnderungen im auditorischen Kortex (de Villers-Sidani u. a.,
2007). Sensorische Erfahrungen wahrend der kritischen Phase und die elektrischen
Aktivitdtsmuster, die durch externe Reize erzeugt werden, dienen der Verfeinerung
von Netzwerkverbindungen und somatotopischen Karten im Kortex.

Die grobe Anlage der somatotopischen Karten entsteht jedoch schon frither wihr-
end der préakritischen Phase (Feller u. Scanziani, 2005). Schon wihrend dieser Zeit
treten Oszillationen im Kortex auf. Diese sind jedoch unabhéngig von externen Rei-
zen. So treten zum Beispiel in der Retina durch spontanes Feuern von Ganglienzel-
len retinale Wellen auf. Diese werden iiber den Thalamus in den priméren visuellen
Kortex (V1) geleitet, wo sie oszillatorische Netzwerkaktivitét hervorrufen (Hanganu
u. a., 2006). Oszillationen in der prékritischen Phase sind beteiligt an der Ausbildung
und Verfeinerung von synaptischen Verbindungen und bereiten so das Netzwerk auf

spitere Aufgaben vor (Goodman u. Shatz, 1993; Feller u. Scanziani, 2005).

1.2.2 Spindle Bursts

In unterschiedlichen Hirnarealen und verschiedenen Spezies wurden Muster frither
koordinierter elektrischer Aktivitit gefunden (Abb. 1.3). So zeigen EEG-Messungen
bei frithgeborenen Sduglingen ab der 28. Schwangerschaftswoche ein als delta-brushes
bezeichnetes Aktivitdtsmuster, das aus spindelformigen Oszillationen mit einer Fre-
quenz zwischen 8 und 25 Hz besteht, die iiberlagert auf langsamen delta-Wellen
(0.3-1.5 Hz) auftreten (Dreyfus-Brisac u. Larroche, 1971; Anderson u. a., 1985; Lam-
blin u. a., 1999). In vitro-Messungen im Neokortex von Ratten und M&usen zeigen
ein dhnliches diskontinuierliches Aktivitdtsmuster, das als spindle burst bezeichnet
wird (Khazipov u.a., 2004; Hanganu u. a., 2006; Yang u.a., 2009). spindle bursts

im priméren visuellen (V1) und priméren somatosensorischen (S1) Kortex haben
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Abbildung 1.3 — Friihe oszillatorische Aktivitdtsmuster (A) beim Menschen und (B)
im priméren visuellen und somatosensorischen Kortex der Ratte (Abbildung angepasst
aus Hanganu-Opatz (2010)).

eine Frequenz zwischen 5 und 25 Hz und eine Dauer von etwa 1s. Sie werden in
lokalen Netzwerken generiert und kénnen spontan in den sensorischen Kortices auf-
treten oder werden durch die Aktivierung von metabotropen Glutamat- oder mus-
karinischen Acetylcholin-Rezeptoren oder durch sensorische Eingéinge hervorgerufen
(Khazipov u. Luhmann, 2006; Hanganu-Opatz, 2010).

1.3 Prafrontaler Kortex

Obwohl die Funktion der Netzwerkoszillationen in den heranreifenden sensorischen
Arealen eingehend untersucht wurde, ist iiber die Bedeutung von Oszillationen fiir
die Entwicklung der Hirnareale, die fiir kognitive Leistungen verantwortlich sind, nur
wenig bekannt. Eine bedeutende Rolle bei einer Vielzahl kognitiver Prozesse spielt
der prifrontale Kortex (PFC), der Assoziationskortex des Frontallappens (Fuster,
2002). Die Bedeutung des PFC liegt mit in seiner Konnektivitit begriindet. Er ist die
Hirnregion mit den meisten Verbindungen zu anderen Strukturen. Zum Beispiel be-
kommt er — indirekt {iber die Assoziationskortices — Einginge von allen sensorischen

Systemen, dessen Informationen im PFC integriert werden. Auch Verbindungen mit



dem limbischen System sind von entscheidender Bedeutung. Eine besonders wichtige

Rolle nimmt dabei der Hippocampus ein (Gao u.a., 2012).

1.3.1 Anatomie, Funktion und Konnektivitit des PFC

Sowohl in phylogenetischer als auch in ontogenetischer Hinsicht ist der PFC die
zuletzt reifende Hirnregion (Fuster, 2002). Er ist beim Menschen am weitesten aus-
gebildet (Brodmann, 1909) und seine ontogenetische Entwicklung ist erst im Erwach-
senenalter abgeschlossen (Choudhury u.a., 2008). Per urspriinglicher Definition ist
der PFC in allen Spezies die Hirnregion, die reziproke Eingéinge vom mediodorsalen
Thalamus erhilt (Rose u. Woolsey, 1948). Inzwischen werden zusétzliche Merkmale
beziiglich der Konnektivitit, Zellarchitektur und Funktion herangezogen, um den
PFC in unterschiedlichen Spezies zu identifizieren (Van Eden u. Uylings, 1985; Pan-
dya u. Yeterian, 1990; Birrell u. Brown, 2000; Dalley u. a., 2004). Man geht davon
aus, dass alle Sdugetiere einen PFC besitzen. Bei Nagetieren besteht der PFC aus
drei rdumlich getrennten Arealen — dem medialen, dem orbitalen und dem lateralen
PFC- die sich auch in ihren Funktionen unterscheiden (Dalley u. a., 2004).

Zu den hoheren kognitiven Fahigkeiten, an denen der mediale PFC beteiligt ist,
gehoren zum Beispiel das Arbeitsgedachtnis, Aufmerksamkeit und das Treffen von
Entscheidungen (Goldman-Rakic, 1995; Birrell u. Brown, 2000; Dalley u. a., 2004;
Hoover u. Vertes, 2007). Der mediale PFC ist in drei weitere Subregionen unterglie-
dert — der cinguldre Kortex ist an der Planung von Bewegungsablaufen beteiligt, der
infralimbische Kortex beeinflusst autonome viszerale Aktivitat und der prilimbische
Kortex spielt eine Rolle bei kognitiven Prozessen (Hoover u. Vertes, 2007).

Der PFC bildet eine Vielzahl an Verbindungen mit anderen kortikalen und sub-
kortikalen Strukturen, die meisten sind reziprok. Zu den kortiko-kortikalen Verbin-
dungen gehdren reziproke Verbindungen mit sensorischen Kortices, dem perirhinalen
und entorhinalen Kortex und nicht-rekurrente Afferenzen des Hippocampus. Zu den
subkortikalen Strukturen, die Verbindungen mit dem PFC ausbilden, gehtren die
Basalganglien, die Amygdala und der Thalamus (Uylings u. Van Eden, 1990). Fir
kognitive Funktionen sind hauptséichlich Verbindungen zwischen dem préalimbischen
Kortex (PL) und dem Hippocampus, dem Nucleus accumbens, dem insuldren Kor-
tex, Kernen der Amygdala und des Thalamus und dem ventralen Tegmentum wichtig
(Vertes, 2006). Der PFC bildet ein enges Netzwerk mit dem Hippocampus und dem

Thalamus, deren Kommunikation neuromodulatorisch beeinflusst wird (Abb.1.4).



—

PFC

=

Entorhinaler
Kortex

Dopamin

Ventrales
Tegmentum

i

A

.

Raphe-
Kerne

Abbildung 1.4 — Konnektivitét des adulten PFC. Der PFC bildet ein enges Netzwerk
mit anderen kortikalen und subkortikalen Strukturen. Fiir kognitive Funktionen sind
die Verbindungen mit dem Hippocampus und Thalamus besonders bedeutend (rot). Die
Aktivitéit innerhalb dieses Netzes wird durch neuromodulatorische Eingénge beeinflusst

(blau).

Serotonin

Thalamus

N

Acetylcholin

Hippocampus

_

Basales
Vorderhirn




1.3.2 Funktion prédfrontaler und hippocampaler Netzwerke

Der Hippocampus ist in erster Linie an mnemonischen Prozessen beteiligt, der Koor-
dination von Gedéchtnisinhalten, Gedéchntniskonsolidierung und rdumlicher Orien-
tierung (O’Keefe u. Dostrovsky, 1971; Bontempi u. a., 1999; Broadbent u. a., 2004).
Viele kognitive Funktionen erfordern eine Kommunikation zwischen Hippocampus
und PFC. Im adulten Gehirn wird korrelierte Aktivitét in den beiden Regionen zum
Beispiel mit rdumlichem Arbeitsgedéchtnis (Jones u. Wilson, 2005) und Lernprozes-
sen (Benchenane u.a., 2010) in Zusammenhang gebracht. Der PFC erhilt direkte
Eingéinge vom Hippocampus, wohingegen die Projektionen vom PFC zum Hippo-
campus indirekt {iber den entorhinalen Kortex und den Thalamus laufen (Hasselmo,
2005; Vertes, 2006). Der prilimbische Kortex wird am stidrksten vom Hippocam-
pus innerviert (Vertes, 2006). Bei der Koordination der beiden Regionen spielen
hippocampale Oszillationen im theta-Frequenzband eine entscheidende Rolle. Diese
synchronisiseren préfrontale Neurone (Hyman u.a., 2005; Siapas u.a., 2005) und
modulieren lokale gamma-Oszillationen im PFC (Sirota u. a., 2008). Diese Synchro-
nisation zwischen Hippocampus und PFC koénnte die synaptische Plasitizitdt be-
einflussen und einen Mechanismus zur Festigung von Gedéchtnisinhalten darstellen
(Siapas u. a., 2005).

Die Konnektivitdt zwischen Hippocampus und PFC entsteht bereits frith in der
Entwicklung. Eine korrelierte Aktivitdt der beiden Regionen scheint daran beteiligt
zu sein. Eingénge aus dem Hippocampus steuern die Aktivitdt im neonatalen PFC
(Brockmann u. a., 2011) und eine gestorte Kommunikation fithrt zu kognitiven De-
fiziten (Kriiger u. a., 2012). Das Feuern der prifrontalen Neurone ist im neonatalen
Alter mit der Spikingaktivitit im Hippocampus korreliert, was einen Einfluss auf

deren Konnektivitdt haben konnte (Brockmann u. a., 2011).

1.3.3 Anatomische Entwicklung des Neokortex mit Fokus auf den
prilimbischen Kortex

Die Organisation des Neocortex in kortikalen Schichten entsteht schon frith in der
Entwicklung (Rakic, 1988). Die ventrikulére Zone an der Oberfliche der lateralen
Ventrikel besteht aus proliferierenden Zellen, die durch Zellteilung und anschliessen-
de Differenzierung sowohl Neurone als auch Gliazellen hervorbringen (Rakic, 1971).
Die ersten postmitotischen Zellen bilden die Préplatte zwischen Pia mater und ven-

trikulérer Zone (Bystron u. a., 2006). Die danach entstehenden Neurone wandern an



Gliazellen entlang (Rakic, 1971) in Richtung der kortikalen Oberfliche und bilden
dort die kortikale Platte. Die kortikale Platte trennt die Préplatte in zwei Regionen
— die superfizielle Marginalzone, die vor allem Cajal-Retzius-Zellen enthélt, und die
tiefer liegende Subplatte (Bystron u.a., 2008). Die Cajal-Retzius-Zellen der Mar-
ginalzone exprimieren das Glykoprotein Reelin, das die Migration der kortikalen
Zellen terminiert (Tissir u. Goffinet, 2003). Die ersten Zellen der Kortikalplatte bil-
den spéter die kortikale Schicht VI. Die néchsten Zellen wandern an diesen Zellen
vorbei bis zur Grenze zwischen Kortikalplatte und Marginalzone und bilden dort die
néchste Schicht. So enstehen die kortikalen Schichten von innen nach auflen, bis als
letztes Schicht IT entsteht (Rakic, 1988). Schicht I bildet sich aus der Marginalzone
(Bystron u.a., 2008). Die Neurone der Subplatte sind die Zellen mit den reifsten
physiologischen Eigenschaften im heranreifenden Neokortex. Sie erhalten funktio-
nelle neuromodulatorische und thalamische Eingéinge und projizieren in die korikale
Platte (Hanganu u.a., 2002). Sie sind an der Entstehung und Weiterleitung friiher
elektrischer Aktivitdtsmuster beteiligt und spielen eine wichtige Rolle in der frithen
Entwicklung (Kanold u. Luhmann, 2010).

Die Entwicklung der prilimbischen Schichten entspricht weitgehend diesem allge-
meinen Schema. Jedoch reift der PFC spiter als andere kortikale Strukturen. Zudem
fehlt im PL Schicht IV, die in den sensorischen Kortices durch thalamische Projek-
tionen innerviert wird (Van Eden u. Uylings, 1985; Uylings u. Van Eden, 1990). Der
pralimbische Kortex der Ratte besteht am ersten postnatalen Tag aus der Margi-
nalzone, der kortikalen Platte und der Subplatte. Schicht VI bildet sich und enthélt
schon einige weiter entwickelte Zellen. Am FEnde der ersten postnatalen Woche ist
die Entstehung der kortikalen Schichten weitestgehend abgeschlossen. Im Gegensatz
zu den sensorischen Kortices befinden sich die préfrontalen Schichten jedoch noch
in einem unreifen Zustand. Schicht II und IIT sind noch nicht ausgebildet, aber in
der bilaminaren Erscheinung der Kortikalplatte bereits zu erkennen. Die Zellen sind
noch nicht vollstdndig differenziert. Auch Schicht V ist noch unterentwickelt. Nur
Schicht VI zeigt bereits Merkmale der erwachsenen Schicht. An P10 kénnen Schicht
IT und IIT klar unterschieden werden. Ausserdem finden erhebliche Reifungsprozes-
se in Schicht V statt. Die Zellarchitektur nimmt von nun an immer stéirker adulte
Strukturen an. An P14 sind Schicht II und III weitestgehend differenziert und die
Unterschiede zum adulten Kortex liegen hauptséchlich in der Dicke der einzelnen
Schichten (Van Eden u. Uylings, 1985).



An der Entstehung der Netzwerkarchitektur sind sowohl genetische Faktoren und

molekulare Signalstoffe als auch frithe oszillatorische Aktivitéit beteiligt.

1.4 Zielsetzung und Motivation

In den sensorischen Kortices werden schon in frithen Entwicklungsstadien oszillato-
rische Aktivitdtsmuster gefunden, die fiir die korrekte Entstehung und Verschaltung
funktioneller Netzwerke eine entscheidende Rolle spielen. Auch in Assoziationskorti-
ces, wie dem prifrontalen Kortex, treten dhnliche diskontinuierliche Oszillationen in
der frithen Entwicklung auf (Brockmann u.a., 2011). Uber ihre Eigenschaften, ihre
Generierung und ihre Rolle bei der Reifung kognitiver Verarbeitung ist noch wenig
bekannt. Hippocampale Oszillationen im theta-Frequenzband regen Netzwerkakti-
vitdt im neonatalen préalimbischen Kortex an und eine gestérte Kommunikation
zwischen den beiden Regionen fiithrt zu kognitiven Beeintrichtigungen (Kriiger u. a.,
2012). Die Kommunikation zwischen PFC und Hippocampus wird durch cholinerge
Projektionen beeinflusst (Janiesch u.a., 2011).

Die frithen préfrontalen Oszillationen haben eine komplexe Struktur und beinhal-
ten ein breites Spektrum an Frequenzbindern. Inwieweit diese frithe Netzwerkak-
tivitdt mit der anatomischen Reifung des PFC korreliert und diese beeinflusst, ist
noch unklar. Der PFC ist eine spét in der Entwicklung reifende Hirnregion und
die anatomischen Strukturen unterliegen bis zur juvenilen Entwicklungsphase noch

Reifungsprozessen.

Folgende Fragen sollen in dieser Arbeit gekliart werden:

e Was sind die Eigenschaften prélimbischer Netzwerkaktivitdt und der unter-
schiedlichen Frequenzkomponenten? Und wie dndern sich diese wihrend der

postnatalen Entwicklung?

e Welchen Einfluss hat die Entwicklung der kortikalen Schichten auf die funk-
tionelle Kopplung im PL?

e Arbeitet der heranreifende PL in funktionellen Einheiten, wie es fiir den er-
wachsenen PFC (Kritzer u. Goldman-Rakic, 1995) und primére sensorische
Kortices in der Entwicklung (Yang u. a., 2009; Minlebaev u. a., 2011) beschrie-

ben wurde?



e Inwiefern hat die oszillatorische Netzwerkaktivitat Einfluss auf das Feuern

pralimbischer Neurone?

Es wurden lokale Feldpotentiale (LFP) und Spiking-Aktivitét in verschiedenen Schich-
ten des PL und {iber die gesamte postnatale Entwicklung gemessen. Die rdumliche
und zeitliche Organisation der Netzwerkaktivitdt und das Feuern einzelner Neurone

wurde in Beziehung zur anatomischen Reifung des PL untersucht.



2 Aligemeine Methoden

2.1 Messungen der prafrontalen Netzwerkaktivitat

2.1.1 Praparation und Messung

Alle Experimente wurden nach deutschem Recht und nach den Richtlinien des Eu-
ropédischen Parlaments und des Rates zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwe-
cke verwendeten Tiere durchgefithrt und wurden vom lokalen Ethikkommitee iiber-
priift (94/08, 111/12). Schwangere Wistar-Ratten wurden zwischen dem 14. und
17. Trachtigkeitstag aus der Tierversuchshaltung des Universitétsklinikum Eppen-
dorf geliefert, individuell in Brutkéfigen mit einem hell/dunkel Zyklus von jeweils
12 Stunden gehalten und ad libitum gefiittert. Extrazellulire Messungen wurden im
PFC (1.5-2.5 mm anterior zu Bregma, 0.1-1mm lateral zur Mittellinie) ménnlicher
Ratten zwischen postanatalem Tag (P) 7 und 15 durchgefiihrt. Die experimentellen
Protokolle wurden von Brockmann et al. (2011) beschrieben. Unter leichter Urethan-
Anésthesie (1g/kg; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) wurde der Kopf der Ratte
im stereotaxischen Apparat (Stoelting, Wood Dale, IL) fixiert. Dafiir wurde jeweils
ein Metallstédbchen mit Zahnzement auf dem nasalen und okzipitalem Knochen be-
festigt. Um den Knochen iiber dem PFC zu entfernen, wurde ein Loch von 0.5-1 mm
Durchmesser gebohrt. Die darunterliegende Dura Mater wurde nicht entfernt, da ein
Austritt von Blut und der cerebrospinalen Fliissigkeit die kortikale Aktivitdt und
das neuronale Feuern reduziert (I. Hanganu-Opatz, personliche Beobachtung). Der
Korper der Tiere wurde mit Baumwolle umhiillt und auf eine Heizplatte gelegt, um
die Korpertemperatur konstant bei 37°C zu halten. Nach einer Erholungsphase von
20-40 min wurden Multielektroden-Arrays (Silicon Michigan probes, NeuroNexus
Technologies, Ann Arbor, MI) im rechten Winkel zur Schideloberfliche und parallel
zur Mittellinie bis zu einer Tiefe von 3 mm in den PFC eingefiihrt. Die Elektro-
den wurden mit Dil (1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-Tetramethyl-Indocarbocyanin, Invi-

trogen, Darmstadt, Germany) eingefiirbt, um post mortem in histologischen Schnit-
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ten die genaue Position der Elektroden rekonstruieren zu kénnen. Ein Silberdraht
wurde als Erdung und Referenzelektrode in das Cerebellum eingefiithrt. Miniatur-
Kopfhohrer wurden unter dem Rattenkorper plaziert, um selbst kleinste Bewegungen

der Pfoten und die Atmung der Ratte wiahrend der Messung sichtbar zu machen.

Mit 32-Kanal-Michigan-Elektroden (0.5-3 M), die vier Shanks mit jeweils acht
Ableitstellen besafien, wurden simultan das LFP und die Spikingaktivitit im PFC
gemessen. Die einzelnen Shanks waren 200 pm voneinander entfernt. Die einzelnen
Ableitstellen auf einem Shank hatten einen Abstand von 50 oder 100 pm. Die Ableit-
stellen deckten den gesamten prélimbischen Kortex (PL) ab (Van Eden and Uylings,
1985). LFP und Spikes wurden bei einer Abtastrate von 32kHz fiir 40-60 min auf-
genommen. Dafiir wurde ein Multikanal-Extrazellulér-Verstéirker (Digital Lynx 4S,
Neuralynx, Bozeman, MO) und die dazugehérende Software (Cheetah) verwendet.
Wiéhrend der Aufnahme wurde das Signal zwischen 0.1 Hz und 5 kHz Bandpass-
gefiltert.

2.1.2 Histologie und Immunohistochemie

Nach der elektrophysiologischen Messung wurden die Ratten mit 10% Ketamin (ani-
Medica, Senden-Bosensell, Germany)/ 2% Xylazin (WDT, Garbsen, Germany) in
NaCl (10 pl/g Kérpergewicht, intraperitoneal) tief anésthesiert und mit 4% Para-
formaldehyd (PFA) in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) transkardial perfundiert. Die
Gehirne wurden entfernt und in derselben Losung fiir mindestens 24h nachfixiert.
Dann wurden Koronalschnitte mit einer Dicke von 100 pm angefertigt und bei -80°C

gelagert.

Fiir die Rekonstruktion der mit Dil angeféirbten Elektrodenspuren im PFC wurde
eine Fluoreszenz-Nissl-Féarbung durchgefiihrt (Quinn et al., 1995). Als Farbemittel
wurde NeuroTrace®) 500/525 Green Fluorescent Nissl Stain (Invitrogen) verwendet.
Dafiir wurden rehydrierte Schnitte fiir 20 min mit 1:100 verdiinntem NeuroTrace
inkubiert, danach gewaschen, mit Fluoromont und Deckgldsern bedeckt und unter
Verwendung der 488 und 568 nm Filter an einem Imager M1 Mikroskop (Zeiss,
Oberkochen, Germany) untersucht. Helligkeit und Kontrast der Bilder wurden mit
Adobe Photoshop CS4 eingestellt.



2.2 Datenanalyse

Die Analyse der Daten erfolgte offline mit Matlab Version 7.7 (Mathworks, Natick,
MA). Die Signale wurden in Matlab importiert. Fiir die LFP-Analyse wurden die Sig-
nale unter Verwendung eines Butterworth-Filters dritter Ordnung Tiefpass-gefiltert
(<1500 Hz) und danach die Abtastrate auf 3255 Hz reduziert. Alle Filter-Prozesse

wurden in Phasen-erhaltender Weise durchgefiihrt.

2.3 Statistik

Die Daten im Text sind als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben. In
Abbildungen sind diese als Balkendiagramme gezeigt. Fiir den Vergleich einzelner
Gruppen wurde der nicht-parametrische Wilcoxon-Test in Matlab durchgefiihrt. Si-
gnifikanzstufen von p<0,05 (*), p<0,01 (**) oder p<0,001 (***) wurden ermittelt.






3 Spezifische Fragestellungen: Methoden
und Ergebnisse

Die prilimbische Region (PL) des prifrontalen Kortex (PFC) zeigt wéihrend der ers-
ten postnatalen Woche diskontinuierliche Muster von Netzwerkaktivitéit, die durch
eine einseitig gerichtete Kommunikation vom theta-Rhythmus der CA1-Region des
Hippocampus angetrieben werden. Mit der Entwicklung nimmt die Dauer, die Haufig-
keit und die Amplitude dieser Oszillationen zu. Am Ende der zweiten postnatalen
Woche zeigt der PL kontinuierliche Netzwerkaktivitéit und wechselseitige Interaktion
mit dem Hippocampus (Brockmann u.a., 2011).

In dieser Studie wurde die rdumliche Organisation der Netzwerkaktivitdt im PL
wahrend unterschiedlicher Entwicklungsphasen in der zweiten postnatalen Woche
untersucht. Dafiir wurden mit Multielektroden-Arrays das LFP und die Spiking-
Aktivitdt im PL von neonatalen (P7-9), pri-juvenilen (P10-12) und juvenilen (P13-

15) Urethan-anésthesierten Ratten (n=6 in jeder Altersgruppe) in vivo gemessen.

3.1 Detektion und Klassifizierung der oszillatorischen
Aktivitat im prdlimbischen Kortex wahrend der

postnatalen Entwicklung

In der zweiten postnatalen Woche unterscheidet sich die Aktivitdt im PFC noch
stark von den adulten Aktivitdtsmustern. Oszillationen treten spontan als relativ
kurze Events auf, die von Rauschen mit geringer oszillatorischer Aktivitdt unter-
brochen sind. Diese diskontinuierlichen oszillatorischen Events lassen sich visuell in
zwei Klassen unterteilen — spindle bursts (SB) und nested gamma spindle bursts
(NG), die sich beziiglich ihrer Amplitude und Frequenzkomponenten unterscheiden
(Brockmann u.a., 2011). Aufgrund der Komplexitéit und Variabilitéit der Signale

erfordert die visuelle Detektion und Klassifizierung der Events ein grofles Mafl an
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Erfahrung des Experimentators. Deshalb wurde eine uniiberwachte Methode entwi-
ckelt, um auf objektive Weise Episoden oszillatorischer Aktivitit zu detektieren und

zwischen SB und NG zu unterscheiden.

3.1.1 Methoden
Detektion

Diskontinuierliche oszillatorische Events und Perioden kontinuierlicher Aktivitdt mit
erhohter Amplitude werden detektiert, indem ein fiir jede Messung spezifischer
Schwellenwert auf das Signal angewendet wird. Die Festlegung des Schwellenwertes
ist durch die Variabilitdt der Signale erschwert. Mit dem Alter der Ratten erhdht
sich die Hiufikeit des Auftretens von diskontinuierlichen Oszillationen, wihrend ihre
Amplitude abnimmt. Auch die kontinuierliche Aktivitéit in der juvenilen Entwick-
lungsphase hat eine variable Amplitude. Der korrekte Schwellenwert fiir die Detek-
tion von oszillatorischen Events ist also von Messung zu Messung unterschiedlich
und muss individuell an das Signal-Rausch-Verhéltnis angepasst werden, dabei aber
unabhéngig von der absoluten Amplitude und der Anzahl der Oszillationen sein.

Fiir die Detektion wird zuerst der quadratische Mittelwert (root-mean-square,
rms) des zwischen 4 und 100 Hz Bandpass-gefilterten Signals in gleitenden Fenstern
mit einer Liange von 200 ms berechnet. Um einen Schwellenwert fiir die Detektion
zu bestimmen, wurde fiir jede Messung ein Histogramm des rms fiir einen definier-
ten Zeitabschnitt, der oszillatorische Events enthielt, berechnet. Dieser Zeitabschnitt
hatte eine Lénge von 5 min und begann 15 min nach dem Start der Messung, um
jegliche Art von Randeffekten auszuschliessen. In der Verteilung der rms-Werte soll-
ten im Idealfall zwei Peaks zu erkennen sein. Ein erster Peak sollte bei niedrigen
rms-Werten liegen. Dieser spiegelt die mittlere Amplitude des Rauschens wieder.
Ein zweiter Peak bei hoheren Werten sollte die mittlere Amplitude der oszillatori-
schen Events anzeigen. Der Peak der rms-Verteilung im Bereich niedriger rms-Werte
wurde mit einer Gauss-Funktion angepasst.

_(e-p)?

f(z) =ae 22~ (3.1)

Aus der Funktion lassen sich Mittelwert p und Standardabweichung o der Gauss-
Verteilung bestimmen, um den Schwellenwert fiir die Detektion von Oszillationen

festzulegen. Zeitabschnitte mit rms-Werten > p + 20 wurden als Oszillationen de-



tektiert. Alle aufeinanderfolgenden Oszillationen mit Inter-Event-Intervallen <100
ms wurden als einzelnes Event zusammengefasst. Fiir die weitere Analyse wurden
nur Oszillationen mit einer Dauer >1 s beriicksichtigt. Perioden erhohter oszillato-
rischer Aktivitdt wihrend der kontinuierlichen Aktivitdt (CA) wurden auf dieselbe
Weise detektiert.

Klassifizierung

Nach der Detektion der oszillatorischen Events wird schon bei einer visuellen Be-
trachtung deutlich, dass zwei Aktivitdtsmuster (SB und NG) vorliegen, die sich vor
allem in ihrer Amplitude und in ihren Frequenzkomponenten unterscheiden. Um die-
se Unterschiede zu quantifizieren, wurden fiir jedes Event vier Merkmale bestimmt:
(i) der maximale rms-Wert, (ii) der maximale Wert der ersten Ableitung des rms-
Signals, (iii) der mittlere zeitliche Abstand zwischen den troughs der Oszillation und
(iv) die Power zwischen 16 und 40 Hz, die auf die Power zwischen 4 und 50 Hz nor-
malisiert wurde. Um den mittleren zeitlichen Abstand zwischen den troughs [feature
(iii)] zu bestimmen, wurde das Elektrodensignal Bandpass-gefiltert (4-40 Hz) und
iiber die Hilbert-Transformation die Phase der Oszillation berechnet (Varela u. a.,
2001; Quian Quiroga u. a., 2002). Eine Phase von 0 entspricht einem Peak, eine Pha-
se von +7 oder —7 einem trough der Oszillation. Troughs wurden als Zeitpunkte
detektiert, zu denen die Phase der Oszillation von +7m nach —7 springt. Die zeit-
lichen Abschnitte zwischen zwei aufeinanderfolgenden troughs wurde gemittelt, um

fiir jedes oszillatorische Event einen einzelnen Wert zu erhalten.

Fiir jedes Event wurde ein Merkmalsvektor mit den Merkmalen (i)-(iv) erstellt.
Diese Daten wurden verwendet, um eine Hauptkomponentenanalyse (Principal Com-
ponent Analysis, PCA) durchzufiihren. Die PCA ist ein statistisches Verfahren, um
die Dimensionalitét eines Datensatzes zu reduzieren ohne dabei wesentliche Informa-
tion zu verlieren. Dabei wird ein neuer Datensatz mit nicht-korrelierten, orthogona-
len Merkmalsvektoren erzeugt. Der Merkmalsraum wird dabei so transformiert, dass
die neuen Dimensionen den Richtungen der grofiten Varianz entsprechen. Diese re-
sultierenden neuen Dimensionen werden Hauptkomponenten (principal components,
PC) genannt. Sie sind nach absteigender Varianz geordnet. Die erste Hauptkompo-
nente (PC1) erfasst also die grofitmogliche Varianz aller Datenpunkte. Die zweite

Hauptkomponente (PC2) bildet die Dimension, die einerseits orthogonal zu PC1 ist



und andererseits die verbleibende Datenvarianz am besten beschreibt. So haben PC1

und PC2 zusammen den grofitmoglichen Informationsgehalt.

Die Préasentation aller Events im Raum der ersten beiden Hauptkomponenten
(PC1 und PC2) wurde verwendet, um jedes Event einer der beiden Eventgrup-
pen — SB und NG — zuzuordnen. Dafiir wurde der Gustafson-Kessel-Clustering-
Algorithmus angewandt. Dieser Algorithmus ist in der Lage, Cluster mit unter-
schiedlichen geometrischen Formen zu erkennen (Babuska u.a., 2004), was bei den
vorliegenden Daten der Fall war. Es wurde eine Implementation der Fuzzy Clus-
tering and Data Analysis Toolbox (Abonyi u. Feil, 2007) eingesetzt. Im Gegensatz
zu harten Clustermethoden, werden bei einer Fuzzy-Clustering-Methode die einzel-
nen Datenpunkte nicht entweder dem einen oder dem anderen Cluster zugeordnet.
Stattdessen kann ein einzelner Datenpunkt zu mehreren Clustern gehéren — mit ei-
nem bestimmten Grad von Zugehorigkeit zu jedem Cluster. Datenpunkte mit einer
Zugehorigkeit von >0.7 zu einem der beiden Cluster, wurden dementsprechend als
SB oder NG gewertet. Datenpunkte mit einem geringeren Zugehorigkeitsgrad wur-
den als unzugeordnet klassifiziert und von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Fiir
sieben Testmessungen wurde diese Clustermethode mit einer visuellen Zuordnung
verglichen. Die visuelle Zuordnung erfolge anhand der Erscheinung der gefilterten
Spuren der einzelnen Events hinsichtlich ihrer Amplitude und der Anwesenheit von

mehreren aufeinanderfolgenden Zyklen im beta/low gamma-Bereich.

3.1.2 Ergebnisse

Mit dem Alter der Ratten nimmt die Anzahl der oszillatorischen Events im PFC
zu. Auch die Dauer und die Amplitude der Events dndert sich. Das zeigt sich in der
Verteilung der rms-Werte der einzelnen Messungen (Abb. 3.1A, graue Kurven). Bei
neonatalen Ratten ist die Haufigkeit oszillatorischer Events gering. Die Verteilungs-
kurve fiir das P8-Tier in Abbildung 3.1Ai fillt schnell ab und Messpunkte mit hohen
rms-Werten sind selten. Mit dem Alter der Ratten nimmt die Haufigkeit der Oszil-
lationen zu, was zu einer Anderung der rms-Verteilung fiihrt. Je #lter das Tier ist,
desto mehr Messpunkte weisen hohe rms-Werte auf (Abb. 3.1Aii und iii). Der Peak
bei geringen rms-Werten spiegelt das Rauschen wieder. Dieses ist abhéngig von der
Elektrode und der Qualitidt der Messung, aber grofitenteils unabhéngig von Héaufig-

keit und Amplitude der oszillatorischen Events. Die schwarzen Kurven zeigen die



Anpassung des ersten Bereichs der Verteilung (Rauschen) mit der Gauss-Funktion.

SB und NG unterscheiden sich in ihrer Amplitude und ihren Frequenzkomponen-
ten (3.1B). Die fiir die Klassifizierung relevanten Eigenschaften, die diese Unterschie-
de quantifizieren sollen, sind (i) das Maximum des rms-Signals, (ii) das Maximum der
ersten Ableitung, (iii) der Mittelwert der zeitlichen Absténde zwischen den troughs
und (iv) die mittlere und normalisierte Power im Bereich 16-40 Hz. Eine PCA mit
diesen vier-dimensionalen Merkmalsvektoren ergab, dass der maximale rms und die
Inter-trough-Intervalle [d.h. Merkmale (i) und (iii)] am effektivsten sind, um indivi-
duelle oszillatorische Events zu trennen, indem sie die Unterschiede in der Amplitude
und den Frequenzkomponenten zwischen SB und NG erfassen (Abb. 3.1C). Die Er-
gebnisse der uniiberwachten Klassifizierung wurden mit Ergebnissen einer visuellen
Klassifizierung der individuellen Events verglichen (Abb. 3.1D). Uber verschiedene
Messungen (n=6) erreichten die visuelle und die automatische Methode eine Uber-
einstimmung von 94, 1£5, 68%. Damit reprisentiert die uniiberwachte Methode eine
leistungsfahige, schnelle und objektive Methode zur Detektion und Klassifizierung

der oszillatorischen Events im heranreifenden PFC.

Abbildung 3.1 (néichste Seite) — Uniiberwachte Detektion und Klassifizierung os-
zillatorischer Events im heranreifenden PL. (A) Histogramme des rms (grau) des ge-
messenen LFP-Signals jeweils einer Ratte im Alter von P8 (i), P12 (ii) und P13 (iii).
Die schwarzen Kurven zeigen die Gauss-Funktionen, die an den linken Teil der rms-
Verteilung angepasst wurden (Werte von 0 bis zum Histogramm-Peak). Dieser Teil
der Histogramme entspricht Zeitabschnitten mit geringer oszillatorischer Aktivitit. (B)
Charakteristische gefilterte (4-100 Hz) Signale eines SB (i) und eines NG (ii) und die
entsprechende rms-Amplitude (graue Kurve). Auf der rechten Seite sind die entspre-
chenden Power-Spektren fiir Frequenzen zwischen 10 und 40 Hz gezeigt. (C) Mittlere
Koeffizienten fiir die erste (PC1, oben) und zweite (PC2, unten) Hauptkomponente
in Bezug auf den urspriinglichen Merkmalsraum, der durch den maximalen rms, die
maximale Steigung, den zeitlichen Abstand zwischen zwei troughs und die Power im
beta/low gamma-Frequenzband definiert ist. Die Koeffizienten einheitlicher Linge wur-
den iiber alle Messungen gemittelt (n=12). (D) Bewertung der uniiberwachten Methode
(i) durch den Vergleich mit der visuellen Klassifizierung der oszillatorischen Events der
gleichen Messung (ii). Jeder Punkt entspricht der Projektion des Merkmalsvektors eines
Events (SB in blau, NG in rot) in den Hauptkomponentenraum, der die ersten beiden
Hauptkomponenten umfasst. Events, die nicht einer der beiden Klasse von Oszillationen
zugeordnet werden konnten, werden als weile Punkte gezeigt. Die Ubereinstimmung der
beiden Methoden betrigt 96%.
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3.2 Frequenzkomponenten der Aktivitdatsmuster im
neonatalen, prdjuvenilen und juvenilen pralimbischen

Kortex

Bereits bei der visuellen Betrachtung der Daten wird deutlich, dass sich die ein-
zelnen oszillatorischen Events (SB, NG und CA) in ihren Frequenzkomponenten
unterscheiden. Um diese Frequenzkomponenten zu identifizieren und Unterschiede
zu quantifizieren, wurde nach der Detektion und automatischen Klassifizierung von
SB, NG und CA eine Freuenzanalyse durchgefiihrt. Die Frequenz von Netzwerkos-

zillationen kann Hinweise iiber ihre Entstehung und Funktion geben.

3.2.1 Methoden

Zeit-Frequenz-Darstellungen des LFP von einzelnen Zeitabschnitten fiir SB, NG
und CA wurden iiber eine Morlet-Wavelet-Analyse berechnet. Aufgrund der grofien
Power-Differenz wurde die Analyse fiir die Frequenzbénder zwischen 4 und 100 Hz
und zwischen 100 und 400 Hz getrennt durchgefiithrt, um die Visualisierung zu er-
leichtern.

Um die Unterschiede zwischen den Events genauer zu untersuchen, wurden Power-
Spektren berechnet. Die einzelnen Events sind von kurzer Dauer und zeigen starke
Unregelméfigkeiten in ihrer Frequenz. Auflerdem ist die Amplitude der Oszillationen
besonders bei jungen Tieren gering, was zu einem schlechten Signal-Rausch-Verhélt-
nis fithrt. Diese Umsténde machten die Berechnung von gemittelten Power-Spektren
erforderlich, bei der der Power-Anteil in verschiedenen Frequenzbindern nach An-
wendung eines Bandpass-Filters auf das Rohsignal berechnet wird (Pfurtscheller u.
Lopes da Silva, 1999).

Die einzelnen Bandpass-Filter wurden um Frequenzen f zwischen 1 und 50 Hz zen-
triert und die Bandweite der Filter wurde als Funktion der Periode T der Oszillation
bestimmt. Die unteren und oberen Grenzfrequenzen wurden als % beziehungsweise
07% festgelegt. An dieser Stelle wurde anstelle des Butterworth-Filters ein FIR-Filter
(finite impulse response filter; Filter mit endlicher Impulsantwort) verwendet (eegfilt
aus der EEGLAB-Toolbox, (Delorme u. Makeig, 2004)). Aufgrund ihrer Impulsant-
wort mit garantiert endlicher Lénge sind FIR-Filter immer stabil und erhéhen so
die Genauigkeit der Berechnung in engen Filterbéndern. Fiir alle detektierten Events

wurde die totale Power P(f) jedes um die Frequenz f gefilterten Signals berechnet
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Abbildung 3.2 — Berechnung von Power-Spektren fiir einzelne Frequenzbénder. Das
Signal wurde in engen Frequenzbéndern gefiltert und fiir jede Frequenz f wurde ein
Power-Spekrum berechnet. Hier sind fiir eine Messung die Power-Spektren fiir f = 1
Hz bis f = 25 Hz dargestellt (grau). Das Power-Spektrum fiir f = 10 Hz ist als Beispiel
hervorgehoben (rot).

und iiber alle Events desselben Typs gemittelt (Abb. 3.2). Auf dieselbe Weise wurde
ein mittleres Power-Spektrum Py (f) fiir Zeitabschnitte ohne oszillatorische Aktivitét

erstellt, um die Power-Spektren fiir SBs und NGs dariiber zu normalisieren (%(ff))).

3.2.2 Ergebnisse

Am Ende der ersten postnatalen Woche besteht die Netzwerkaktivitit aus den
diskontinuierlichen oszillatorischen Events SB und NG (Abb. 3.3Ai und ii). Diese
Events sind von kurzer Dauer (SB: 1,94 + 0,26 s, n=6 Ratten; NG: 2,87 £ 0,61 s,
n=6 Ratten) und ihre Frequenzverteilung variiert stark zwischen einzelnen Events.
Auch innerhalb eines Events ist die Frequenzstruktur komplex und kann zwischen
einem langsamen theta/alpha-Rhythmus und einem schnelleren beta/low gamma-
Rhythmus wechseln.

Um die dominanten Frequenzen der einzelnen Events zu berechnen und zu verglei-
chen, wurden normalisierte gemittelte Power-Spektren berechnet. Diese ergaben eine
dominante Frequenz im theta/alpha-Bereich fiir neonatale SB (5 Hz, n = 6 Ratten).
Neonatale NG haben insgesamt eine hthere Power und zusétzlich zur Aktivitdt im
theta/alpha-Band (7 Hz) einen Peak im beta/low gamma-Band (Abb. 3.3Bi). Dieser
Unterschied ergibt sich aus den schnellen Oszillationszyklen, die sich wihrend NG
mit der theta/alpha-Oszillation abwechseln. Im préjuvenilen PL ist die Netzwerkak-

tivitdt immer noch diskontinuierlich und besteht aus einzelnen Events von SB mit
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Abbildung 3.3 — Aktivitdtsmuster und ihre Frequenzkomponenten im pralimbischen
Kortex. (A) Charakteristische Beispiele der Bandpass-gefilterten LFP-Signale (4-100
Hz und 100-400 Hz) fir SB (i), NG (ii) und CA (iii) mit den zugehérigen farbkodierten
Wavelet-Spektren, die die Power in Zeit- und Frequenzauflosung darstellen. Alle drei
Zeit-Frequenz-Darstellungen fiir einen Filterbereich sind gleich skaliert entsprechend
der Farbbalken in (i). (B) Normalisierte gemittelte Power-Spektren fiir SB (blau) und
NG (rot) in neonatalen (i) und préjuvenilen (ii), sowie fiir CA (griin) in juvenilen (iii)
Ratten. Die Spektren wurden iiber alle Tiere einer Entwicklungsstufe gemittelt und
iiber die Basis-Power Py(f), die fiir Zeitabschnitte geringer oszillatorischer Aktivitét
berechnet wurde, normalisiert.



Aktivitat im theta/alpha-Band (5 Hz, n = 6 Ratten) und NG mit Aktivitét im the-
ta/alpha-Band (6 Hz) und beta/low gamma-Band (20 Hz)(Abb. 3.3Bii). Im Vergleich
zur neonatalen Aktivitit sind die Unterschiede zwischen SB und NG weniger stark
ausgeprigt und die Power wiahrend NG ist reduziert. Am Ende der zweiten postna-
talen Woche geht die diskontinuierliche Aktivitéit in eine kontinuierliche Oszillation
iiber. Die dominante Frequenz liegt im theta/alpha-Bereich (Mittelwert: 5 Hz, n =
6 Ratten), der gelegentlich von beta/low gamma-Oszillationen abgelost wird (Abb.
3.3Aiii,Biii).

Neben den oszillatorischen Komponenten im theta/alpha- und beta/gamma-Band
treten wihrend NG und CA auflerdem kurze Episoden einer schnellen Oszillation
auf. Die Frequenz dieser aufgelagerten Events liegt zwischen 100 und 400 Hz, was
die Frage aufwirft, ob es sich hierbei wirklich um Oszillationen handelt oder ob
die erhohte Power in dem Bereich durch Spikes verursacht wird. Spikes erzeugen
schnelle Spannungsidnderungen im Signal und fithren im Powerspektrum zu Peaks
bei sehr hohen Frequenzen, die sich aber — gegeben durch die Spikeform — auch in
andere Frequenzbénder ausbreiten kénnen (Jackson u.a., 2011; Ray u. Maunsell,
2011). Hochfrequente Oszillationen (high frequency oscillations, HFO) und Spike-
vermittelte hochfrequente Oszillationen (spike-leaked high-frequency oscillation, SL-
HFO) kénnen anhand mehrerer Merkmale unterschieden werden (Tort u.a., 2013;
Scheffer-Teixeira u.a., 2013). Um die Herkunft der erhdhten Power zwischen 100
und 400 Hz zu kldren, wurden die hochfrequenten Events auf zwei der beschriebe-
nen Unterschiede zwischen HFO und SLHFO getestet. Ein Merkmal von HFO ist,
dass diese bereits im ungefilterten Signal identifiziert werden kénnen. Die Betrach-
tung des ungefilterten Signals stellt sicher, dass die oszillatorische Aktivitdt nicht
durch Filterartefakte um die schnellen Spikes enstanden ist. Abb. 3.4A zeigt klar
sichtbare schnelle Oszillationen in den troughs des ungefilterten Signals. Ein weite-
res Merkmal fiir einen Unterschied ziwschen HFO und SLHFO ist die Phase ihres
Auftretens wihrend eines langsameren Rhythmus. Dafiir wurde die Kopplung an die
theta/alpha-beta/low gamma-Phase (4-40 Hz) fiir die schnellen Oszillationen und fiir
Spikes untersucht. Die Amplitude der schnellen Oszillationen und die Feuerrate zei-
gen zu unterschiedlichen Phasen ihre hochsten Werte (3.4B). Das weist darauf hin,
dass Spikes und HFO nicht den gleichen Ursprung haben und die oszillatorische
Aktivitat zwischen 100 und 400 Hz nicht artifiziell durch Spikes erzeugt ist.



A LFP (ungefiltert)

LFP (100-400 Hz)

vy

max-

HFO/Spikes

n=245 \
0 in 0

a0t~ N HFO- Anzahl
Rhythmus Ampiitude ~ ™~ Spikes MING HICA

min

Abbildung 3.4 — Unterscheidung von Hochfrequenten Oszillationen (HFO) und Spike-
Aktivitdt. (A) Im oberen PL abgeleitetes ungefiltertes (oben) und zwischen 100 und 400
Hz gefiltertes (unten) LFP-Signal von zwei NG-Zyklen mit iiberlagerten HFO-Episoden
(grau unterlegt). Die HFO sind im ungefilterten Signal bereits zu erkennen. (B) Nor-
malisierte Histogramme der Spikes (gestrichelte Linie) und mittlere HFO-Amplitude
(durchgezogene Linie) in Bins der NG/CA-Phase im unteren PL von neonatalen (links),
préjuvenilen (mitte) und juvenilen (rechts) Ratten. Der Referenz-Rhythmus (4-40 Hz)
ist als schwarze Kurve unter der linken x-Achse zu sehen.



3.3 Frequenzverteilung und Synchronitatsmuster der

Netzwerkaktivitat innerhalb des pralimbischen Kortex

Nach der Charakterisierung der verschiedenen Muster der Netzwerkaktivitat im her-
anreifenden prélimbischen Kortex, wurde ihre rdumliche Organisation in Beziehung
zur Reifung der kortikalen Schichten und der Konnektivitéit im neonatalen, préju-
venilen und juvenilen Entwicklungsstadium untersucht. Auflerdem sollte untersucht
werden, ob bereits wihrend der Entwicklung rdumlich organisierte Synchronisations-
muster gefunden werden, die eine Anlage funktioneller Einheiten, wie sie im adulten
PFC vorhanden sind, begiinstigen kénnten. Dafiir wurden fiir die extrazelluléren
Messungen Multielektroden-Arrays verwendet, die aus vier Shanks mit jeweils acht
Ableitstellen bestanden. Die vier Shanks wurden in verschiedene kortikale Schichten
eingefithrt und die Aktivitdt wurde iiber 350-700 pm innerhalb jeder Schicht ge-
messen (Abb. 3.6A). Wihrend der untersuchten Entwicklungsperioden (P7 bis P15)
finden bedeutende anatomische Verinderungen statt. Die kortikalen Schichten ent-
stehen, Zellen differenzieren und reifen und temporire Strukturen, wie die kortikale
Platte, verschwinden. Dadurch variiert die Position der Elektrodenshanks hinsicht-
lich der Schichten des neonatalen, préjuvenilen und juvenilen PL. Aus diesem Grund
wurde die Organisation von Frequenz- und Synchronitdtsmustern erst in Bezug auf
”oberen” und ”unteren” PL untersucht und im Nachhinein mit den anatomischen

Verdnderungen wéhrend der Entwicklung in Zusammenhang gebracht.

3.3.1 Methoden
Frequenzverteilung im oberen und unteren PL

Den Peaks der normalisierten Spektren (Abb. 3.3B) entsprechend, wurde die mittlere
Power in den Frequenzbéndern theta/alpha (4-12 Hz) und beta/low gamma (16-40
Hz) und fiir schnelle Oszillationen (100-400 Hz) bestimmt. Die Werte wurden iiber
alle Tiere einer Altersgruppe gemittelt, um die Power der einzelnen Oszillationen
(SB, NG und CA) iiber das Alter im oberen und unteren PL zu vergleichen (Abb.
3.6B).



Kohdrenz- und Phasenshift-Berechnung

Um die Korrelation zwischen zwei Signalen zu messen, wurde die Kohérenz aus den
Kreuzspektren zwischen den Signalen berechnet und iiber die individuellen Power-
Spektren jedes Signals normalisiert (Jerbi u.a., 2007). Fiir die Berechnung wurde
eine Multi-Taper-Methode verwendet, die in der Chronux-Toolbox implementiert ist
(Mitra u. Bokil, 2008). Die Kohérenz ergibt sich aus der Formel

N *
VEX XN TN, Y

(3.2)

Dabei sind X;(f) und Y;(f) die Fourier-Transformationen der beiden Signale fiir
das ite Taper (n=>5) an der Frequenz f. Durch * wird das komplexe Konjugat ange-
zeigt. Der Kohirenzkoeffizient ergibt sich aus dem Modulus der Kohérenz C(f) und
der Phasenshift ist durch das Argument gegeben. Kohirenzkoeffizienten und Phasen-
shifts wurden fiir alle gleichzeitig auftretenden Oszillationen zwischen dem LFP einer
Referenzelektrode und allen anderen Ableitstellen berechnet. Die tiefste Ableitstelle
an dem Elektrodenshank, der am ndhesten zur Mittellinie lag, diente als Referenz-
elektrode (Abb. 3.5 links: Markierung durch x). Die Zeitfenster fiir die Berechnung
wurden entsprechend der Dauer der oszillatorischen Events gewihlt (1,9 s fiir SB,
2,7 s fiir NG). Die Kohérenzkoeffizienten und Phasenshifts der einzelnen Oszillatio-
nen wurden innerhalb der theta/alpha- und beta/low gamma-Frequenzkomponente
gemittelt. Der mittlere Kohérenzkoeffizient und Phasenshift aller Oszillationen eines
Tieres wurde fiir alle Elektrodenpaare farbkodiert dargestellt (Abb. 3.7A und 3.8A).

Die Synchronisation innerhalb einer kortikalen Schicht wurde mit der Synchro-
nisation zwischen kortikalen Schichten verglichen. Dafiir wurde die Anderung der
Kohérenzkoeffizienten bzw. die Phasenshifts mit dem Abstand der Ableitstellen fiir
alle Oszillationen parallel (intralaminar) und rechtwinklig (interlaminar) zur Mittel-
linie bestimmt und gegeneinander aufgetragen. Zur besseren Visualisierung wurden
die Punktewolken als Ellipsen dargestellt. Die Orientierung, Position und Gréfle der
Ellipsen wurde iiber eine PCA berechnet. Sie erfassen den Mittelwert + eine Stan-
dardabweichung der Punktewolke in den Richtungen der der gréfiten Varianz, die
durch die ersten beiden Hauptkomponenten (PC1 und PC2) gegeben sind (Abb.
3.5).
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Abbildung 3.5 — Vergleich der intralaminaren und interlaminaren Synchronisation an-
hand der Kohérenzkoeffizienten und Phasenshifts zwischen der Referenzelektrode und
jeweils einer Ableitstelle mit dem grofitmoglichen intralaminaren bzw. interlaminaren
Abstand. Links: Schema der Ableitstellen im PL. Als Referenzelektrode diente die tiefs-
te Ableitstelle, die am dichtesten zur Mittellinie lag (Markierung durch x). Die héchs-
te Ableitstelle desselben Elektrodenshanks diente zur Berechnung der intralaminaren
Kohérenz. Die tiefste Ableitstelle an dem Elektrodenshank, mit der groten Entfernung
zur Mittellinie, diente zur Berechnung der interlaminaren Kohérenz. Rechts: Punkte-
wolke, die fiir alle Oszillationen die inter- und intralaminare Anderung der Kohirenz-
koeffizienten anzeigt (grau). Um diese Punktewolke als Ellipse darzustellen, wurde eine
PCA durchgefiihrt. Die ersten beiden Hauptkomponenten (PC1 und PC2, Pfeile) ge-
ben als Richtungen der grosten Varianz die Orientierung der Ellipse an. Mittelwert (rot)
und Standardabweichung (griin) in den Richtungen der Hauptkomponenten bestimmen
Grofe und Position der Ellipse (blau).



Kopplung von Oszillationen in verschiedenen Frequenzbandern

Um zu untersuchen, ob das Auftreten von HFO-Episoden wihrend NG und CA
an bestimmte Phasen der theta/alpha- und beta/low gamma-Rhythmen gebunden
ist, wurde eine Phasen-Amplituden-Kopplungs-Analyse (phase-amplitude coupling,
PAC) durchgefiihrt (Tort u. a., 2010). Als Ma8 fiir die Stérke der Kopplung wurde der
Modulations-Index (modulation index, MI) berechnet. Der MI gibt an, wie stark die
Amplitude einer schnellen Frequenz f4 durch die Phase einer langsameren Frequenz
fp moduliert wird. Es wurde die Kopplung der HFO-Amplitude (f4: 100-400 Hz)
und der NG- bzw. CA-Phase (fp: 4-40 Hz) untersucht. Dafiir wurde das Signal erst
in den entsprechenden Bereichen gefiltert und dann eine Hilbert-Transformation
durchgefiihrt. Die Hilbert-Transformation wandelt das zeitlich aufgeldste Signal in
seine Unterbestandteile — Phasen- und Amplitudeninformation — um. Die Hilbert
Transformation erméglicht es, an jedem Abtastpunkt des zeitlich aufgelosten Signals
die instantane Phasen- ¢y, (t) und Amplitudeninformation Ay, (t) zu extrahieren.
Das Phasensignal wurde in Bins von %7‘1’ aufgeteilt und fiir jedes Bin j die mittlere
Amplitude ({(Ay, )¢, (7)) berechnet. Diese wurde durch die Summe iiber alle Bins

normalisiert:

O (Age, )
T N

2 k=1{A1a) 0y, (F)
Dabei ist N die Anzahl der Phasenbins. Eine Modulation von Ay, durch ¢y, ist

gegeben, wenn P von einer Gleichverteilung abweicht. Die Stérke dieser Abweichung

P(j) (3-3)

wurde iiber eine Anpassung der Kulback-Leibler-Distanz (KL) berechnet:

R 6]
Dg1(P,Q) ZP(a)ngm (3.4)

Jj=1

Der Modulationsindex ergibt sich dann aus:

_ Dgr(P,Q)

MI= = (3.5)

Ein hoher MI bedeutet demnach, dass die mittlere HFO-Amplitude nicht fiir alle
Bins der NG/CA-Phase gleich ist, sondern Ay, durch ¢y (t) moduliert ist. Der MI
wurde fiir jedes Tier getrennt fiir NG- und CA-Perioden berechnet, die im oberen

oder unteren PFC auftraten und dann der Mittelwert iiber alle Tiere berechnet.



3.3.2 Ergebnisse

Entsprechend der Wavelet-Analyse und der normalisierten Power-Spektren ist die
Frequenzverteilung der SB hauptséchlich auf das theta/alpha-Band (4-12 Hz) be-
schriankt. Dagegen wechselt sich wihrend NG der theta/alpha-Rhythmus mit hoher-
amplitudigen beta/low gamma-Oszillationen (16-40 Hz) ab. Aulerdem treten iiber-
lagert auf dem NG-Rhythmus kurze Episoden von HFO (100-400 Hz) auf. Alle drei
Frequenzbénder kommen auch wihrend der juvenilen CA vor. Wahrend die the-
ta/alpha-Aktivitit wihrend SB iiber das Alter relativ konstant bleibt, dndert sich
fir NG die Power in allen Frequenzbéndern (Abb. 3.6B). Generell ist die Power
der Oszillationen im unteren PL geringer als im oberen. Besonders die Power der
HFO zwischen 100 und 400 Hz, die wiahrend neonataler und préjuveniler NG auf-
treten, nimmt vom oberen zum unteren PL signifikant (p=0,031, p=0,031) ab (Abb.

3.6Biii). Dagegen ist die Power der SB und CA relativ konstant iiber den gesamten
PL.
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Abbildung 3.6 — Alters-abhiingige Power-Verteilung im theta/alpha-, beta/low gam-
ma- und HFO-Frequenzbereich. (A) Digitale Photomontage eines Nissl-gefiirbten 100
nm dicken Koronalschnittes (griin) zur Visualisierung der Position der vier Dil-
markierten Elektrodenshanks (orange) im PFC. (B) Balkendiagramme, die Mittelwerte
und Standardabweichungen der Power im theta/alpha- (i), beta/low gamma- (ii) und
HFO-Band (iii) von SB (blau), NG (rot) und CA (griin) im oberen (helle Farben) und
unteren (dunkle Farben) PL zeigen. Die Power der oszillatorischen Events wurde iiber
alle Ratten einer Altersgruppe gemittelt.

In allen Messungen traten oszillatorische Events gleichzeitig an verschiedenen be-
nachbarten Ableitstellen des Multielektroden-Arrays auf. Die Synchronitéit dieser

Signale kann Hinweise auf eine Bedeutung der Oszillationen fiir die Festlegung der



4-12 Hz

SB o} g

[3] b=

%3 5| HE

<4 v =

4-12 Hz 16-40 Hz

NG o

T3

04

o

<4 .
B
€
RS P10 - P12 P13 - P15

(]
= %O.Z- 0.2
[N )
€ o
§8
2 501 B 0.11 .
}E; e} Z ) /
© N -
< .
@ 2 T . T ] T ]
-S c 0 0.1 02 O 0.1 02 O 0.1 0.2
2 Koharenzabnahme/100um zwischen Schichten
— SB4-12Hz — NG4-12Hz — CA4-12Hz
-- NG 16-40 Hz --.CA16-40 Hz

Abbildung 3.7 — Réumliche und zeitliche Organisation von Synchronisationsmus-
tern im heranreifenden PL. (A) Farbkodierte Darstellung der mittleren Kohérenz-
Koeffizienten fiir eine ausgewéhlte Ableitung mit einer 4x8-Elektroden-Anordnung in
einer neonatalen Ratte (P8). Die tiefste Ableitstelle auf dem Elektrodenshank, der am
nihesten an der Mittellinie lag, wurde als Referenz gewéhlt. (B) Anderung der Kohérenz
innerhalb einer Schicht aufgetragen gegen die Anderung zwischen den Schichten fiir alle
Frequenzkomponenten von SB (blau), NG (rot) und CA (griin) im neonatalen, prijuve-
nilen und juvenilen Entwicklunsstadium. Die Ellipsen zeigen eine Standardabweichung
der mittleren Datenwolke in Richtung ihrer Hauptkomponenten, die durch eine PCA
berechnet wurden. Die Insets zeigen die Ellipsen separat fiir die einzelnen Frequenzkom-
ponenten von SB und NG und die dazugehorigen Datenwolken (grau), die alle Werte
der einzelnen Oszillationen enthalten.



Netzwerkaktivitdt geben. Netzwerkoszillationen begiinstigen ein synchrones Feuern
einzelner Neurone, was zu einer Verstirkung ihrer Konnektivitét fithren kann (Hebb,
1949; Markram u. a., 1997). Auf diese Weise beeinflussen Oszillationen auch wihrend
der Entwicklung die Entstehung von Verbindungen (Bi u. Poo, 2001). Hier sollte ge-
kléart werden, ob im heranreifenden PL Synchronisationsmuster gefunden werden, die
auf eine Entstehung von funktionellen Einheiten hindeuten kénnten. Die Kohérenz
zwischen zwei Signalen diente als Maf ihrer Synchronitét. Um die rdumliche und zeit-
liche Organisation der Synchronisationsmuster und die Frequenz-abhingige Kopp-
lung zu untersuchen, wurden Kohérenzkoeffizienten fiir Oszillationen an allen Ab-
leitstellen in Bezug zu einer Referenzelektrode im oberen PL berechnet und ge-
trennt fiir die theta/alpha- und beta/low gamma-Komponente farbkodiert dargestellt
(Abb.3.7A). Die Kohérenzkoeffizienten sind an direkt benachbarten Ableitstellen am

hochsten und nehmen mit dem Abstand zwischen den Elektrodenpaaren ab.

Wie stark der Kohérenzkoeffizient mit zunehmendem Abstand abfillt, ist sowohl
von dem jeweiligen Frequenzband als auch von der Richtung (innerhalb einer kor-
tikalen Schicht oder zwischen verschiedenen Schichten rechtwinklig zur kortikalen
Oberflache) abhéingig (Abb.3.7B). Hier zeigen sich Unterschiede zwischen den the-
ta/alpha- und beta/low gamma-Komponenten des Signals. Die Mehrheit der SB
(63,4%) weisen iiber den gesamten gemessenen Bereich eine starke intralaminare
Synchronitét auf (Koh#drenzabnahme 0,25 £ 0,03/mm), interlaminar nehmen die
Kohéhrenzkoeffizienten dagegen schneller ab (0,37 + 0,03/mm). Ebenso ist fiir die
theta/alpha-Komponente der meisten NG (68,6%) die intralaminare Synchronitét
stiarker (Kohdrenzabnahme 0,5340,01/mm) als die interlaminare (Kohérenzabnah-
me 0,86 £ 0,16/mm). Die beta/low gamma-Komponente von NG zeigt dagegen ein
Sdulen-artiges Synchronisationsmuster. Die Kohérenz nimmt in 64,4% aller Oszilla-
tionen intralaminar stérker ab (0,6440,03/mm) als interlaminar (0,540, 06/mm).
Die Kohirenzkoeffizienten zwischen Signalen von Elektroden, die innerhalb einer
Schicht weniger als 200 pm entfernt waren, sind signifikant héher als zwischen Si-

gnalen von weiter entfernten Elektroden.

Die Synchronisationsmuster dndern sich stark mit dem Alter. Die interlamina-
re Abnahme der Kohirenzkoeffizienten wurde fiir neonatale, prijuvenile und ju-
venile Ratten gegen die Abnahme innerhalb einer Schicht aufgetragen (Abb 3.7B).
Wihrend die Synchronisation im theta/alpha-Band innerhalb einer kortikalen Schicht

bei neonatalen und juvenilen Tieren sehr stark ist, ist die kolumnenartige Sychnroni-



sation im beta/low gamma-Band auf das neonatale Alter begrenzt. Die prijuvenile
Entwicklungsphase scheint ein Zeitfenster fiir Umstrukturierungen der oszillatori-
schen Kopplung innerhalb des PL zu sein. Die Abnahme der Kohérenzkoeffizienten
ist fiir beide Frequenzkomponenten und alle oszillatorischen Events innerhalb und

zwischen den Schichten #&hnlich stark.

Um die Kopplung der Oszillationen im PL genauer zu untersuchen, wurde der
intralaminare und interlaminare Phasenshift fiir die beiden Frequenzkomponenten
berechnet. Der mittlere Phasenshift iiber alle Oszillationen einer Messung wurde
getrennt fiir die theta/alpha- und beta/low gamma-Komponente fiir alle Ableitstel-
len relativ zur Referenzelektrode bestimmt (Abb. 3.8A). Die Phasenverschiebung
innerhalb einer kortikalen Schicht ist vernachldssigbar. Zwischen kortikalen Schich-
ten ist die Phase der Signale jedoch verschoben. Positive Werte bedeuten, dass das
Signal an der Referenzelektrode dem Signal an der Testelektrode vorangeht. Bei
negativen Werten geht entsprechend die Phase an der Testelektrode der Phase an
der Referenzelektrode voraus. Der Phasenshift der neonatalen SB ist im Vergleich
zu den NG verhiltnisméflig klein. Hier ist die Phasenverschiebung fiir beide Fre-
quenzbinder unterschiedlich. Die beta/low gamma-Komponente der NG zeigt einen
positiven interlaminaren Phasenshift von (0, 1740, 03) 27 rad (ein verzogertes Signal
im oberen PL relativ zum unteren PL). Der Phasenshift fiir einzelne Oszillationen

im theta/alpha-Band kann sowohl positiv als auch negativ sein.

Wiéhrend der Entwicklung nimmt die Stédrke des Phasenshifts fiir SB und NG
signifikant ab. Auch die Unterschiede zwischen der theta/alpha- und der beta/low
gamma-Komponente werden geringer. Juvenile CA zeigen fiir beide Frequenzbénder

einen interlaminaren Phasenshift, der positiv oder negativ sein kann.

Neben den theta/alpha- und beta/low gamma-Oszillationen treten im PL auch
schnelle Oszillationen (100-400 Hz) auf. Die kurzen HFO-Episoden iiberlagern die
NG- und CA-Rhythmen und repréisentieren einen moglichen zusétzlichen Kopp-
lungsmechanismus innerhalb des heranreifenden PL. In vielen Hirnregionen tre-
ten Oszillationen in unterschiedlichen Frequenzbéndern gleichzeitig auf, wobei der
schnellere Rhythmus den langsameren iiberlagert. Dabei ist die Aktivitéit der beiden
Rhythmen oft gekoppelt. Eine Art dieser Kreuz-Frequenz-Kopplung (cross-frequency
coupling, CFC) ist die Modulation der Amplitude des schnelleren Rhythmus durch
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Abbildung 3.8 — Phasenshifts der oszillatorischen Aktivitdt innerhalb des PL. (A)
Farbkodierte Darstellung der mittleren Phasenshifts fiir eine ausgewéhlte Ableitung mit
einer 4x8-Elektroden-Anordnung in einer neonatalen Ratte (P8). Die tiefste Ableitstelle
auf dem Elektrodenshank, der am nihesten an der Mittellinie lag, wurde als Referenz
gewiihlt. (B) Anderungen des Phasenshifts innerhalb einer Schicht aufgetragen gegen
die Anderung zwischen den Schichten fiir alle Frequenzkomponenten von SB (blau), NG
(rot) und CA (griin) im neonatalen, prijuvenilen und juvenilen Entwicklunsstadium.
Die Ellipsen zeigen eine Standardabweichung der mittleren Datenwolke in Richtung
ihrer Hauptkomponenten.



die Phase des langsamen Rhythmus (phase-amplitude coupling, PAC). Das bedeu-
tet, dass die Amplitude der schnelleren Oszillation nicht konstant ist, sondern sich
in Abh#ngigkeit des Ostzillationszyklus der langsameren Oszillation dndert und zu
einer bestimmten Phase dieser Oszillation am hochsten ist. Die Phase des langsamen
Rhythmus spiegelt dabei die Erregbarkeit des Netzwerkes wider, wihrend die Am-
plitude des schnellen Rhythmus die Aktivierung eines Unternetzwerkes anzeigt. Als
MaS$ fiir die Starke der Kopplung zwischen HFO-Amplitude und NG- bzw. CA-Phase
(4-40 Hz) wurde der Modulations-Index (modulation index, MI) fiir den gesamten

PL in verschiedenen Entwicklungsphasen berechnet.
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Abbildung 3.9 — Modulation der HFO-Amplitude (100-400 Hz) durch die NG/CA-
Phase (4-40 Hz). Balkendiagramm, dass den mittleren Modulationsindex fiir die HFO-
Amplitude durch die NG- (rot) und CA-Phase (griin) im oberen (helle Farben) und
unteren (dunkle Farben) PL zeigt.

Die stérkste Kopplung zwischen der NG/CA-Phase und der HFO-Amplitude wur-
de im oberen PFC von neonatalen Ratten gefunden (Abb. 3.9). Die HFO-Episoden
treten bevorzugt an den troughs der NG im oberen PL auf und zu einer spéteren
Phase im unteren PL (Abb. 3.4). Die Modulation im oberen PFC nimmt mit dem
Alter stark ab. Wihrend bei prajuvenilen Tieren noch ein signifikanter Unterschied
in der Modulation zwischen oberen und unterem PFC zu erkennen ist, verschwindet
die Schicht-spezifische Phasen-Amplituden-Kopplung, wenn die oszillatorische Ak-

tivitdt in einen kontinuierlichen Rhythmus iibergeht.



Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass verschiedene Frequenzkomponenten auf
unterschiedliche Art die Netzwerkaktivitéit im oberen und unteren PL beeinflussen.
Besonders die HFO, die in frithen Stadien der Entwicklung durch einen langsameren
Rhythmus moduliert werden, kénnten eine entscheidende Rolle bei der Verfeinerung

der Konnektivitit in lokalen Netzwerken des PL spielen.

3.4 Beziehung zwischen Netzwerkoszillationen und dem

Feuern von Neuronen im PL

Die Organisation der Netzwerkaktivitéit in rdumlichen und zeitlichen Mustern lésst
vermuten, dass sie auch das Feuern der Neurone im PL wéhrend frither Phasen der
Entwicklung koordiniert. Wahrend Oszillationen vor allem synaptische Aktivitdt
und damit sowohl den lokalen als auch Input aus anderen Regionen widerspiegeln,
sind Spikes extrazelluldr gemessene Aktionspotentiale und somit der Output einzel-
ner Neurone. Zeitlich koordiniertes Feuern tréagt zur synaptischen Plastizitéit bei und
kann so wihrend der Entwicklung Einfluss auf die Organisation der Netzwerkkon-
nektivitdt haben. Um die Kopplung zwischen Spiking-Aktivitdt und Oszillationen
in unterschiedlichen Frequenzbéndern zu untersuchen, wurde die Aktivitdt einzelner

Neurone untersucht.

3.4.1 Methoden
Spikesorting

Um aus dem extrazelluldren Signal die Spike-Akivitdt von einzelnen Zellen zu ex-
trahieren, wurden einzelne Spikes erst detektiert und dann nach ihrer Wellenform
sortiert. Dafiir wurde der Offline-Sorter von Plexon (Plexon, Dallas, TX) verwendet.
Fiir die Detektion wurde das Rohsignal erst iiber 407 Hz Hochpass-gefiltert. Dann
wurde die Detektionsschwelle fuer jede Elektrode manuell eingestellt. Die detektier-
ten Wellenformen wurden visuell inspiziert, um félschlich detektiertes Rauschen aus-
zuschlieflen. Unterschiedliche Eigenschaften der Wellenformen wurden im zwei- oder
dreidimensionalen Raum dargestellt, um dann nach ihren Eigenschaften in mehrere
Cluster eingeteilt zu werden, die &hnliche Wellenformen und somit die Spikes einzel-
ner Neurone enthalten (single-unit activity, SUA). Die Inter-Spike-Intervalle (ISI)

wurden auf die Anwesenheit einer Refraktirzeit von >1 ms untersucht. Auflerdem



wurde die Qualitit des Clustering anhand mehrerer statistischer Mafle {iberpriift:
klassische parametrische F-Statistik der multivariaten Varianz-Analyse (MANOVA),
J3 und PseudoF (PsF)-Statistik, Davies-Bouldin Validitétsindex (DB) (7). Die Wer-
te lagen zwischen 0 und 0,51 fiir MANOVA, 0,26 und 15,2 fiir J3, 56,02 und 7524,61
fiir PsF und 0,08 und 15,2 fiir DB.

Feuerraten und -muster

Fiir die Auswertung der Spiking-Aktivitéit wurden nur Spikes verwendet, die wahrend
detektierter SBs, NGs oder hochamplitudiger Perioden der kontinuierlichen Akti-
vitat auftraten. Zur Berechnung der Feuerraten wurden Spikes aller Zellen zusam-
men verwendet (multi-unit activity, MUA), alle anderen Analysen wurden getrennt
fiir die einzelnen Zellen durchgefithrt (SUA). Die Feuerraten wurden fiir jede Ab-
leitstelle berechnet, indem die Anzahl der Spikes durch die Gesamtdauer der oszilla-
torischen Events geteilt wurde. Die Einzelwerte wurden fiir den oberen und unteren
PL getrennt gemittelt.

Um zu untersuchen, ob die prifrontalen Zellen zufillig feuern oder einem bestimm-
ten Muster folgen, wurden zuerst Inter-Spike-Intervall-Histogramme erstellt. Dafiir
wurden fiir jede Zelle getrennt die Abstdnde zwischen zwei aufeinander folgenden
Spikes bestimmt und die Absténde aller Zellen, die in derselben kortikalen Tiefe (auf

demselben Elektrodenshank) gemessen wurden, in einem Histogramm kombiniert.

Phasenkopplung

Mit Hilfe von zirkuldrer Statistik wurde getestet, ob das Feuern einzelner Neurone
an die Phase des LFPs gekoppelt ist (Mardia and Jupp, 1999; Hangya et al., 2009).
Die Phase der SB, NG und CA (4-40 Hz) wurde tiber die Hilbert-Transformation
bestimmt, wobei eine Phase von 0 dem Peak der Oszillation und eine Phase von m
dem trough der Oszillation entspricht. Fiir jeden Spike wurde die instantane Phase
des LFPs zum Zeitpunkt seines Auftretens bestimmt. Wenn das Feuern der Zellen
durch das LFP moduliert ist, ist die Verteilung dieser Phasen-Werte nicht gleichver-
teilt. Die CircStat-Toolbox (Berens, 2009) wurde verwendet, um dies zu iiberpriifen.

Der Phasenkopplungs-Wert wurde als zirkuldrer Mittelwert berechnet

N
(Z) = R@w5 = N E €Z¢i (36)
=1



wobei R die mittlere resultierende Vektorldnge des zirkuldren Mittelwertes ist und
¢ die mittlere Phase angibt. Die Stirke der Phasenkopplung zwischen Spikes und
LFP wurde mit Hilfe einer modifizierten Rayleigh-Statistik auf Signifikanz tiberpriift.
Diese ist definiert als Z = nR, wobei R die mittlere resultierende Lénge des Pha-
senvektors ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Nullhypothese zutrifft, ist gegeben
durch

P = exp[\/1+4n + 4(n2 — R?) — (1 + 2n) — (1 + 2n)] (3.7)

(Zar, 1998). Zellen, deren Feuermuster signifikant von der Gleichverteilung abweicht,
wurden als phasengekoppelt definiert. Die Spikes dieser Zellen wurden verwendet,
um fiir jeden Elektrodenshank und getrennt nach SB, NG und CA der einzelnen
Alterstufen zirkulédre Histogramme zu erstellen und die Mittelwerte der Verteilung
als bevorzugte LFP-Phase fiir das Feuern von Neuronen zu bestimmen. Auf diesel-
be Weise wurde auch die Kopplung des Spiking zur Phase der HFO (100-400 Hz)

bestimmt.

3.4.2 Ergebnisse

Die Feuerrate im neonatalen PFC ist sehr gering (0.04 + 0.04 Hz, n=5 Ratten) und
beschrénkt sich fast ausschlieflich auf oszillatorische Perioden (Abb. 3.10A). Mit der
Entwicklung nimmt die Rate zu und liegt mit dem Auftreten von kontinuierlicher
Aktivitét bei 0.11 4+ 0.08 Hz (n=>5 juvenile Ratten). Die Berechnung der Feuerraten
fiir die einzelnen Events ergab hohere Werte fiir NG (0.4 £+ 0.29 Hz, n=5 Ratten)
verglichen mit SB (0.04 + 0.04 Hz, n=5 Ratten) im neonatalen PFC. Dieser Un-
terschied ist deutlicher im oberen als im unteren PL zu sehen (Abb. 3.10B). In der
préjuvenilen Phase sind die Feuerraten fiir SB und NG #hnlich hoch, aber im obe-
ren PL erhoht gegeniiber dem unteren PL. Im juvenilen PFC ist die Feuerrate im
gesamten PL dhnlich hoch (oberer PL: 0.27 + 0.21 Hz, unterer PL: 0.27 + 0.17 Hz,
n=>5 Ratten). Diese Ergebnisse zeigen, dass das Feuern der préfrontalen Neurone so-
wohl von der Anatomie des PL als auch von den oszillatorischen Aktivitdtsmustern

abhéngig ist.

Um die Abhéingigkeit des Spikings von den einzelnen Frequenzbéndern (theta/alpha:
4-12 Hz, beta/low gamma: 16-40 Hz, HFO: 100-400 Hz) zu untersuchen, wurden die

Feuermuster einzelner Zellen (SUA) auf RegelméBigkeiten untersucht. An den Ab-
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Abbildung 3.10 — Raumliche und zeitliche Organisation der Spiking-Aktivitét im her-
anreifenden PL. (A) Extrazelluldre LFP-Signale von diskontinuierlicher (i) und kontinu-
ierlicher (ii) Aktivitdt im PL und die dazugehorige Spiking-Aktivitidt. Die markierten
SB (blau) bzw. NG (rot) sind vergréflert darunter zu sehen. Das Spiking ist erhsht
wahrend der diskontinuierlichen Events und die Feuerraten nehmen mit dem Alter zu.
(B) Beziehung zwischen Alter und Feuerrate im oberen und unteren PL. Das Balken-
diagramm zeigt die mitteleren Feuerraten wiahrend SB (blau), NG (rot) und CA (griin)
im oberen (helle Farben) und unteren (dunkle Farben) PL. (C)(i) Amplitude der detek-
tierten Wellenformen von zwei Zellen (gelb und griin) iiber die Zeit und den Mittelwert
innerhalb jedes Clusters (schwarze Kurven). (ii) Représentation der Wellenformen aus
(i) nach der Dimensionreduktion durch die PCA in der Dimension der ersten beiden
Hauptkomponenten.Es sind deutlich zwei unterschiedliche Cluster zu sehen. Die Far-
ben der einzelnen Punkte entsprechen der Zuordnung nach dem Clustering mittels der
k-means-Methode. (D) Auf SUA basierende Inter-Spike-Intervall-Histogramme fiir (i)
neonatale, (ii) préjuvenile und (iii) juvenile Ratten. Innerhalb jeder Altersgruppe wur-
den die Intervalle zwischen den Spikes einzelner Neurone berechnet. Dann wurden die
Werte aller Zellen einer kortikalen Tiefe in einem Histogramm zusammengefasst. Die
Farbkodierung fiir jeden Elektrodenshank ist im Inset angezeigt.




leitstellen, an denen Spikes gemessen wurden, konnten ein bis drei Zellen identifiziert
werden (Abb. 3.10C). Ob das Feuern dieser Zellen einem Rhythmus folgt, wurde an-
hand von Inter-Spike-Intervall-Histogrammen iiberpriift. Die Form der Histogram-
me variiert sowohl iiber das Alter als auch {iber die kortikale Tiefe (Abb. 3.10D).
Wiéhrend der neonatalen Periode sind im Histogramm fiir den oberen PL zwei Peaks
zu erkennen — einer bei 5 ms und einer zwischen 20 und 50 ms (Abb. 3.10Di, helle
Kurven). Diese Peaks deuten darauf hin, dass das Feuern der Neurone sowohl durch
beta/low gamma-Oszillationen als auch durch HFO kontrolliert wird. Im Gegensatz
dazu zeigt das Feuern der Neurone im tiefen PL wenig Zusammenhang mit der oszil-
latorischen Aktvitét (Abb. 3.10Di, dunkle Kurven). Mit der Entwicklung nimmt der
Unterschied zwischen oberem und unterem PL ab. Wihrend der préjuvenilen und
juvenilen Periode zeigen die Histogramme fiir alle Elektrodenshanks Peaks zwischen

20 und 30 ms, was auf ein Feuern im beta/low gamma-Rhythmus hindeutet (Abb.

ISI-Histogramme kénnen nur einen Hinweis darauf geben, dass Neurone in einem
bestimmten Rhythmus feuern, wenn die Spikes in aufeinanderfolgenden Zyklen einer
Oszillation auftreten. Um den direkten Zusammenhang zwischen Spikes und LFP-
Oszillationen zu untersuchen, wurde berechnet, wie stark das Auftreten von Spikes
an eine bestimmte Phase der Netzwerkaktivitdt in verschiedenen Frequenzbédndern
gekoppelt ist. Die Beziehung zwischen Spikes und LFP-Phase wurde fiir den obe-
ren und unteren PL und fiir alle drei Altersgruppen getrennt bestimmt, indem die
instantane Phase des gefilterten LFP-Signals zu den Zeitpunkten bestimmt wurde,
an denen Spikes auftraten. Die Kopplung von Spikes zur LPF-Phase wurde fiir Os-
zillationen im theta/alpha- und beta/low gamma-Bereich (4-40 Hz) und fiir HFO
(100-400 Hz) untersucht.

Die Anwendung der Rayleigh-Statistik auf die Verteilung der LFP-Phasen zum
Zeitpunkt von Spikes zeigte, dass wihrend neonataler NG signifikant mehr pralimbi-
sche Neurone zur Phase des 4-40 Hz Rhythmus gekoppelt feuern (35 von 38 Zellen)
als withrend SB (8 von 38 Zellen). Diese Kopplung zur NG-Phase war stéirker im
oberen PL als im unteren. Der Anteil der phasengekoppelten Neurone nimmt mit
dem Alter ab und ist dhnlich hoch fiir SB und NG (Abb. 3.11A). Die Phase, zu der
die Neurone bevorzugt feuern, zeigt kaum Abhingigkeit von Alter und kortikaler
Tiefe (Abb. 3.11B). Die meisten Zellen feuern kurz nach den troughs von SB, NG
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Abbildung 3.11 — Kopplung der pralimbischen Spikes and die Phase der unterschied-
lichen Frequenzkomponenten der Netzwerkaktivitit im PL. (A) Die Balkendiagramme
zeigen den Anteil der Neurone im oberen und unteren PL, die an die Phase des 4-40 Hz
Rhythmus von SB (blau), NG (rot) und CA (griin) gekoppelt sind wihrend der neona-
talen, pridjuvenilen und juvenilen Entwicklung. (B) Zirkuldre Histogramme zeigen die
Verteilung der Spikes auf der Phase (4-40 Hz) von SB (blau), NG (rot) und CA (griin) in
unterschiedlichen kortikalen Tiefen zu allen drei Entwicklungsphasen. Schwarze Linien
zeigen den resultierenden mittleren Vektor des zirkuldren Mittelwertes. (C) Entspricht
(A) fir HFO (100-400 Hz). (D) Entspricht (B) fiir HFO (100-400 Hz).



und CA (Mittelwert: ¢=-0.76 + 0.09 7 rad, wobei 7 den troughs der oszillatorischen
Zyklen entspricht).

Die Kopplung der Spikingaktivitdt an die Phase der HFO ist sehr stark. Fast alle
Zellen feuern phasengekoppelt zu den HFO-Events wéhrend NG (36 von 38 Zellen
fiir neonatale Ratten, 48 von 54 Zellen fiir préjuvenile Ratten und 75 von 76 Zellen
fiir juvenile Ratten; Abb. 3.11C). Dabei gibt es keine Unterschiede in der Kopp-
lung zwischen Zellen im oberen und unteren PL. Auch hier ist die Phase, zu der die
Neurone bevorzugt feuern, unabhéngig von Alter und kortikaler Tiefe. Die meisten
Spikes treten kurz nach den troughs der HFO auf (Mittelwert: ¢=-0.87 £+ 0.05 7
rad)(Abb. 3.11D).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Feuern der pralimbischen Neurone zu verschiede-
nen Phasen der Entwicklung auf unterschiedliche Weise durch die LFP-Oszillationen
kontrolliert ist. Langsame Rhythmen schaffen dabei Zeitfenster fiir die Aktivierung
des Netzwerkes, wohingegen HFO lokal und prézise die Spikingaktivitit der Zel-
len steuern. Dieses kontrollierte Zusammenspiel der Netzwerkaktivitdt wahrend der

frithen Entwicklung kénnte zu einer Verfeinerung der Konnektivitét beitragen.



4 Diskussion

Im adulten Gehirn ist der PFC an einer Reihe von kognitivien Funktionen betei-
ligt. Dabei bildet er zusammen mit anderen kortikalen und subkortikalen Struk-
turen ein enges Netzwerk. Die Kommunikation zwischen verschiedenen Hirnregio-
nen wird durch Netzwerkoszillationen organisisert. Bereits der heranreifende PFC
zeigt unterschiedliche Muster von Netzwerkoszillationen und Spikingaktivitéit. Intra-
und extrakortikale und modulatorische Inputs treiben die préafrontale Aktivitdt an
(Brockmann u. a., 2011; Janiesch u.a., 2011), aber auch innerhalb des PFC zeigt
sich eine komplexe Struktur an lokalen Aktivitdtsmustern.

In dieser Arbeit wurde die Entwicklung der Netzwerkaktivitat in Hinblick auf Alter
und kortikale Tiefe untersucht, um einen Einblick in die funktionelle Organsiation
und die Reifung des PFC in neonatalen (P7-9), préjuvenilen (P10-12) und juvenilen
(P13-15) Ratten zu gewinnen.

Aus diesen Untersuchungen ergaben sich zusammenfassend folgende Erkentnisse:

(i) Die diskontinuierlichen Aktivitdtsmuster im neonatalen und préjuvenilen PFC
— SB und NG — weisen Unterschiede beziiglich ihrer Amplitude und Frequenz-
komponenten auf. Aufgrund dieser Unterschiede ist es moglich die beiden Ak-
tivitdtsmuster zu detektieren und automatisch zu klassifizieren. Im juvenilen
PFC werden die SB und NG durch kontinuierliche Aktivitét (CA) ersetzt. Die
Amplitude der CA zeigt jedoch Schwankungen und es kénnen zeitliche Peri-

oden verringerter bzw. erhéhter oszillatorischer Aktivitiat detektiert werden.

(ii) Die Oszillationen im PFC haben eine komplexe Frequenzstruktur. SB zeigen
ausschlielich Aktivitét im theta/alpha-Band (4-12 Hz). Dieser Rhythmus ist
auch Hauptbestandteil von NG und CA, wihrend derer er jedoch mit Aktivitét
im beta/low gamma-Bereich (16-40 Hz) alterniert.

(iii) Die theta/alpha- und beta/low gamma-Frequenzkomponenten zeigen unter-

schiedliche Synchronisationsmuster im PL. Dieser Unterschied ist in der neona-
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talen Entwicklungsphase besonders deutlich. Wihrend die theta/alpha-Signale
innerhalb einer kortikalen Schicht stark kohérent sind, weisen die beta/low gam-
ma-Oszillationen eine Saulen-artige Synchronisation mit hoher interlaminarer

Kohérenz auf.

(iv) Wahrend NG und CA treten kurze Episoden hochfrequenter Oszillationen
(HFO) auf. Diese tiberlagern die langsameren Oszillationen. Die Phase der NG
(4-40 Hz) moduliert besonders im oberen PL neonataler Ratten die Amplitude
der HFO. Die Stérke der Modulation nimmt mit dem Alter ab. Die Phase der

HFO wiederum bestimmt zeitlich das Auftreten von Spikes.

4.1 Betrachtung der Methode zur Detektion und

Klassifizierung oszillatorischer Events

Die Untersuchung der rdumlichen und zeitlichen Dynamik der frithen oszillatorischen
Aktivitat im PL setzt eine zuverldssige Detektion und Klassifizierung von SB und NG
voraus. In dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die auf einer Hauptkompo-
nentenanalyse und einem darauf folgenden uniiberwachten Clustering beruht, um die
beiden Arten von Events trotz grofler Variabilitdt innerhalb der Gruppen automa-
tisch zu identifizieren. Diese Methode war in der Lage Events mit einer Genauigkeit
zu klassifizieren, die mit der eines menschlichen Betrachters vergleichbar ist, ohne
dass zwischen einzelnen Experimenten eine Anpassung der Parameter notwendig
war. Damit ermoglicht die Methode eine objektive Unterscheidung zwischen SB und
NG. Zusétzlich gibt die Hauptkomponentenanalyse Aufschluss iiber die Unterschiede
zwischen SB und NG. Die Eigenschaften, in denen sie sich am stéirksten unterschei-
den, sind die maximalen rms-Werte und die maximale Steigung des Signals. Beide
sind fiir NG hoher, was die kurzen beta/low gamma-Perioden mit ihren schnellen
und groflen Ausschligen der Amplitude widerspigelt. Kiirzere Intervalle zwischen
einzelnen troughs sind ein weiteres — aber unzuverlissigeres — Merkmal von NG,
das sich ebenfalls durch das Auftreten von beta/low gamma-Perioden neben dem
langsameren theta/alpha-Rhythmus ergibt. Die mittlere Power im beta/low gamma-
Band zwischen 16 und 40 Hz ist am schlechtesten zur Unterscheidung zwischen SB
und NG geeignet. Der Grund hierfiir ist wahrscheinlich die grole Variabilitéit in der

Frequenzzusammensetzung einzelner Events.



Die Merkmalsvektoren wurden zur Klassifizierung mit dem Fuzzy-Clustering-Algo-
rithmus verwendet. Dieser ermdglicht es jedem Event einen Zugehorigkeitsgrad fiir
jedes der beiden vorgegeben Cluster (SB und NG) zuzuweisen, anstatt es ausschliel-
lich einem Cluster zuzuordnen. Auflerdem wurde ein Schwellenwert als minimaler
Zugehorigkeitsgrad fiir eins der beiden Cluster festgelegt und Events, die diesen
Wert nicht tiberschreiten, von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Damit kann die
Empfindlichkeit der Analyse flexibel angepasst werden, was eine zuverléssige Iden-
tifikation von SB und NG auch im Fall eines schlechten Signal-Rausch-Verhiltnises
und grofler Variabilitéit zwischen den Versuchstieren erméglicht. Ein weiterer Vorteil
des verwendeten Clustering-Algorithmus ist die Fahigkeit Cluster zu definieren, die
im Merkmalsraum von einer runden Form abweichen. Dies war fiir die Daten dieser
Studie der Fall. Vorangegangene Untersuchungen ergaben, dass eine Klassifizierung
der Events mit einfacheren Clustering-Algorithmen (z.B. k-means-Clustering) zu

ghnlichen, aber ungenaueren Ergebnissen fiithrten.

4.2 Oszillatorische Rhythmen wahrend der Entwicklung des

pralimibischen Kortex

Die Netzwerkoszillationen im heranreifenden PL setzen sich aus drei Frequenzkom-
ponenten zusammen. Aktivitdt in unterschiedlichen Frequenzbindern deutet auf
unterschiedliche Synchronisationseigenschaften und Generierungsmechanismen hin.
Der Hauptbestandteil aller oszillatorischer Events ist der theta/alpha-Rhythmus zwi-
schen 4 und 12 Hz. Dieser Rhythmus ist die einzige Frequenzkomponente prafronta-
ler SB. SB sind ein typisches Aktivitdtsmuster wihrend der frithen Entwicklung und
wurden bereits in anderen Regionen des Neokortex beschrieben. SB im priméren vi-
suellen (V1) und somatosensorischen (S1) Kortex neonataler Ratten zeigen Aktivitét
in demselben Frequenzbereich wie prafrontale SB und haben auflerdem &hnliche Ei-
genschaften beziiglich der Hiufigkeit ihres Auftretens, ihrer Amplitude und Dauer
(Hanganu u. a., 2006; Yang u. a., 2009; Brockmann u. a., 2011). Jedoch setzen SB im
PFC erst am dritten postnatalen Tag ein, im Gegensatz zu den sensorischen Korti-
ces, in denen SB schon zum Zeitpunkt der Geburt auftreten. Diese Tatsache hingt
héchstwahrscheinlich mit der verspéteten Reifung des PFC im Vergleich zu anderen
Strukturen des Neokortex zusammen (Flechsig, 1901; Van Eden u. Uylings, 1985;
Fuster, 2002). Auch beim Menschen wurde frithe oszillatorische Aktivitéit gefunden,



die den SB sehr dhnlich ist. Bei EEKG-Messungen an Frithgeborenen werden ab der
28. Schwangerschaftswoche delta brushes gefunden — spindelférmige Oszillationen
im gleichen Frequenzbereich wie SB (Dreyfus-Brisac u. Larroche, 1971; Selton u. a.,
2008). Das Auftreten dieser Aktivitdtsmuster in verschiedenen Spezies und unter-
schiedlichen Hirnregionen ldsst vermuten, dass sie eine entscheidende Rolle wihrend
der Entwicklung spielen. Fiir die sensorischen Kortices, die sehr ausfiihrlich un-
tersucht wurden, konnte gezeigt werden, dass Subplattenneurone eine bedeutende
Rolle bei der Generierung von SB spielen. Auflerdem werden sie durch subkortikale
neuromodulatorische Inputs und Aktivitét in der Peripherie angetrieben. Besonders
aufgrund ihrer Koordination mit der sensorischen Aktivitdt wird ihnen eine Bedeu-
tung bei der Ausbildung von somatotopischen Karten zugesprochen. Uber Ursprung,
Generierung und Bedeutung von SB in der Entwicklung von Assoziationskortices —
wie dem PFC — ist weitaus weniger bekannt. Im PFC neonataler Ratten treten
SB im gesamten prélimbischen Kortex auf und zeigen in allen kortikalen Schich-
ten die gleichen Eigenschaften. Diese verédndern sich auch wéihrend der unterschied-
lichen Entwicklungsphasen nicht. Das lédsst vermuten, sondern viel eher dass der
theta/alpha-Rhythmus einen globalen Mechanismus in kortiko-subkortikalen Netz-
werken darstellt, der zu einer unspezifischen Aktivierung préfrontaler Netzwerke

beitragt.

Wéhrend SB in verschiedenen neokortikalen Strukturen auftreten, wurden NG bis
jetzt nur im PFC beschrieben. Dort treten sie am haufigsten im PL auf (Brockmann
u.a., 2011). NG zeichnen sich durch Aktivitdt im beta/low gamma-Frequenzband
zwischen 16 und 40 Hz aus, die zusétzlich zur theta/alpha-Komponente vorkommt.
Beide Rhythmen treten nebeneinander im Wechsel auf. Die beta/low gamma-Oszil-
lationen sind ein temporéres Aktivitdtsmuster. Thre Power ist im neonatalen PL am
hochsten und nimmt wihrend der weiteren Entwicklung ab. Auflerdem weisen sie
eine prézise rdumliche Organsisation auf. Ihre Power ist im oberen PL hoher als
im unteren und sie synchronisieren den PL in einer Weise, die an kortikale Sdulen
erinnert. Die lokale beta/low gamma-Aktivitdt im neonatalen PL wird durch die hip-
pocampale Aktivitit im theta-Frequenzband kontrolliert (Brockmann u.a., 2011).
AuBerdem haben auch modulatorische (z.B cholinerge) Eingéinge einen Einfluss auf
die NG im PL (Janiesch u.a., 2011). Eine Reduktion der Aktivitdt in der CAl-
Region des Hippocampus oder den cholinergen Arealen des basalen Vorderhirns

durch pharmakologische oder immunotoxische Behandlung verringerte die Haufig-



keit von NG. Dementsprechend kénnten hippocampale und cholinerge Inputs die
Erregbarkeit im PL erhéhen und auf diese Weise die Aktivierung lokaler Netzwer-
ke erleichtern, die sich in Form von beta/low gamma-Oszillationen #ussert. Durch
cholinerge Inputs aktivierte Oszillationen in einem &hnlichen Frequenzband wur-
den in in vitro-Messungen im somatosensorischen Kortex beschrieben. Diese weisen
ein gap-junction-vermitteltes Sdulen-artiges Synchronisationsmuster auf, das fiir die
Formierung von Barrels von Bedeutung sein kénnte (Dupont u. a., 2006). In &hn-
licher Weise konnte die beta/low gamma-Aktivitdt im PL an der Entstehung von
funktionellen Einheiten beteiligt sein, wie sie fiir den adulten PFC beschrieben wur-
den Kritzer u. Goldman-Rakic (1995). Die Sdulen-artige Synchronisation durch den
beta/low gamma-Rhythmus wird nur im neonatalen PL gefunden und tritt in den
prajuvenilen und juvenilen Entwicklungsphasen, in denen die neokortikalen Struk-

turen reorganisiert werden (Konrad u.a., 2013), nicht mehr auf.

Die dritte Frequenzkomponente, die im heranreifenden PL gefunden wird, sind
HFO zwischen 100 und 400 Hz. Diese sehr schnellen Oszillationen treten als kurze
Episoden aufgelagert auf den NG- und CA-Rhythmen auf. Dass es sich hierbei um
echte Netzwerkoszillationen und nicht um Spike-Artefakte im LFP handelt, konnte
durch eine Kreuz-Frequenz-Kopplungs-Analyse (CFC) bewiesen werden. Im unte-
ren PL zeigen Spikes und HFO unterschiedliche Beziehungen zur Phase der NG-
und CA-Oszillationen. Hochfrequente Oszillationen treten auch im adulten Neo-
kortex auf. In witro- und Modelling-Studien zeigen, dass in Axongeflechten unter
bestimmten Bedingungen Oszillationen in Frequenzbéndern iiber 200 Hz entstehen
konnen. Vorraussetzungen fiir ihre Generierung sind das Auftreten von spontanen
Aktionspotentialen und eine starke elektrische Kopplung in Form axo-axonaler gap-
junctions, die iiber eine hohe Leitfahigkeit verfiigen und in hoher Dichter vorhan-
den sind (Schmitz u. a., 2001; Traub u. a., 2002, 2003; Maex u. De Schutter, 2007).
Bereits wiahrend der Entwicklung weisen neokortikale Netzwerke eine starke elektri-
sche Kopplung auf (Yuste u. a., 1992; Peinado u. a., 1993). Dementsprechend kénnte
auch bei der Generierung der HFO eine axo-axonale elektrische Kopplung zwischen
Zellen im unreifen PL beteiligt sein. Durch die theta/alpha- und beta/low gamma-
Oszillationen wiahrend NG und CA wire auflerdem eine erhohte Netzwerkaktivitéit
gegeben, die das Auftreten von spontanen Aktionspotentialen und damit die Ge-

nerierung von HFO begiinstigen konnte. Dafiir spricht auch die Modulation der



HFO-Amplitude und der Feuerraten im oberen PL durch die Phase der NG und
CA, welche die Erregbarkeit des Netzwerkes widerspiegelt.

4.3 Funktionelle und anatomische Entwicklung des PL

Die Eigenschaften der Netzwerkaktivitit im PL dndern sich stark im Laufe der zwei-
ten postnatalen Woche — auch im Hinblick auf ihre rdumliche Organisation. Dem
liegen grundlegende anatomische Anderungen in dieser Zeit zugrunde (Abb. 4.1).
Der Aufbau der kortikalen Schichten unterscheidet sich stark zwischen neonatalen,
prajuvenilen und juvenilen Ratten. So sind die einzelnen Elektrodenshanks in jeder
Entwicklungsphase in unterschiedlichen anatomischen Strukturen plaziert. Aus die-
sem Grund wurde fiir einen Vergleich der Daten unterschiedlicher Alterstufen nur
zwischen oberem PL und unterem PL unterschieden.

Am Ende der ersten postnatalen Woche (neonatale Entwicklungsstufe) unterglie-
dert sich der PL in die Marginalzone mit sehr wenigen Zellen, die dicht gepackte
kortikale Platte und Schicht V und VI, die an die Subplatte angrenzen. Schicht V
ist noch unterentwickelt. Die noch undifferenzierten Schichten II und III sind in der
bilaminaren Struktur der kortikalen Platte bereits zu erahnen (Van Eden u. Uy-
lings, 1985). Der obere PL besteht demnach hauptsichlich aus der kortikalen Platte.
In diesem Bereich weisen beta/low gamma-Oszillationen eine besonders hohe Power
auf. Die hohe Zellzahl und die starke Konnektivitédt in der kortikalen Platte konnen
dafiir eine Erklarung liefern. Eine dhnlich erhchte Netzwerkaktivitdt wurde in der
kortikalen Platte im neonatalen S1 gefunden (Dupont u. a., 2006). Cholinerge Inputs
16sen oszillatorische Aktivitét in der Subplatte aus, die wiederum iiber gap-junctions
lokale Netzwerke der kortikalen Platte synchronisieren. Auch das verstiarkte Auftre-
ten von HFO im oberen PL, die wahrscheinlich durch starke axo-axonale elektrische
Kopplung generiert werden, lédsst sich durch die Struktur der kortikalen Platte mit
einer hohen Dichte an gap-junctions erkliaren (Elias u. a., 2007).

Wiéhrend des préjuvenilen Entwicklungsstadiums entstehen Schicht II und IIT
im oberen PL. Die Hauptverdnderung im unteren PL besteht in der Reifung von
Schicht V (Van Eden u. Uylings, 1985). Diese anatomischen Umstrukturierungen
spiegeln sich auch in der Netzwerkaktivitdt wider. Die Héaufigkeit der diskontinu-
ierlichen Events nimmt zu, wihrend sich die Eigenschaften von SB und NG immer
stiarker dhneln. Gleichzeitig nehmen ebenfalls die Unterschiede zwischen oberem und

unterem PL ab. Auch hinsichtlich der intra- und interlaminaren Synchronisations-
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Abbildung 4.1 — Aktivitdtsmuster im oberen und unteren PL. Die unterschiedlichen
Aktivitdtsmuster zeigen spezifische Abhéngigkeiten von der Entwicklungsphase und der
Anatomie des PL. Die theta/alpha-Aktivitiat (blau) ist iiber das Alter und den gesamten
PL weitestgehend konstant. Besonders in der neonatalen, aber auch der juvenilen Ent-
wicklunsstufe weist dieser Rhythmus eine verstérkte intralaminare Synchronisation auf
(blaue Pfeile). Die Power im beta/low gamma-Band (griin) ist im oberen PL neonataler
Ratten besonders stark, wo sie ein Siulen-artiges Synchronisationsmuster zeigt (griiner
Pfeil). HFO (rot) treten ebenfalls im neonatalen oberen PL mit der grofiten Power auf,
wo ihre Amplitude stark durch die NG- und CA-Phase moduliert ist. Auch die Spiking-
Aktivitét (gelb) ist im oberen PL stérker als im unteren. Die Feuerraten nehmen mit der
Entwicklung zu. In der juvenilen Entwicklungsphase gibt es fiir keines der Aktivitéts-
muster einen Unterschied zwischen oberem und unterem PL. Der anatomische Aufbau
des PL beziiglich der kortikalen Schichten in den unterschiedlichen Entwicklunsstufen
entspricht den Befunden von (Van Eden u. Uylings, 1985). Abkiirzungen: CP: kortikale
Platte, MZ: marginale Zone, SP: Subplatte, I-VI: kortikale Schichten I-VI.



muster ist die prézise rdumliche Organisation der neonatalen Netzwerkaktivitdt im
prijuvenilen PL nicht mehr gegeben. Diese Tatsachen konnten einerseits auf die
Abnahme der beta/low gamma-Aktivitit zuriickzufiihren sein, die wahrscheinlich
mit der rdumlichen Abnahme der kortikalen Platte — als enges Netzwerk elektrisch
gekoppelter Neurone — zusammenhéngt. Andererseits konnten Umstrukturierungen
der lokalen Konnektivitit einen moglichen Grund fiir die Verédnderungen der Netz-

werkaktivitat liefern.

Im juvenilen Alter ist die Entwicklung der kortikalen Schichten abgeschlossen. Die
kortikale Platte ist verschwunden und Schicht IT und IIT mit adulten Eigenschaften
bilden jetzt den oberen PL. Der untere PL besteht aus den voll entwickelten Schich-
ten V und VI (Van Eden u. Uylings, 1985). Auch die Netzwerkaktivitdt dndert sich
stark. Sie besteht nun aus einem kontinuierlichen oszillatorischen Rhythmus mit
einheitlichen Eigenschaften im gesamten PL. Weder die Power in den einzelnen Fre-
quenzbindern noch die Spiking-Aktivitdt zeigt Unterschiede zwischen oberem und

unterem PL.

Nicht nur die Zellarchitektur und der Entwicklungsstand der pralimbischen Schich-
ten haben Einfluss auf die Organisation der Netzwerkaktivitdt. Auch einwachsende
Projektionen aus anderen kortikalen und subkortikalen Regionen spielen eine wich-
tige Rolle. Vor allem NG werden durch hippocampale (Brockmann u. a., 2011) und
cholinerge (Janiesch u.a., 2011) Eingéinge kontrolliert, die den unteren PL inner-
vieren. In diesem Bereich liegt wéhrend der neonatalen Entwicklungsphase die Sub-
platte. Subplattenneurone spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung frither
Aktivitdtsmuster und konnten auch an der Aktivierung lokaler Netzwerke im obe-
ren PL beteiligt sein. In den priméren sensorischen Kortices innervieren vor der
Reifung der kortikalen Schichten kortikale und thalamische Projektionen die Sub-
platte. Angetrieben durch neuromodulatorische Inputs entstehen in der Subplatte
Oszillationen, die sich durch gap-junctions in die kortikale Platte ausbreiten (Friauf
u. a., 1990; Hanganu u. a., 2002; Kanold u. Luhmann, 2010). Die erhohte Netzwerkak-
tivitdt innerhalb der kortikalen Platte konnte lokale beta/low gamma-Oszillationen
auslosen. Durch die enge elektrische Kopplung innerhalb des Netzwerkes der kor-
tikalen Platte konnte diese Aktivitidt weiter verstirkt werden, was wiederum zur
Generierung von HFO beitragen kann. Nach der vollstédndigen Reifung der kortika-

len Schichten erreichen die einwachsenden Projektionen ihre Zielposition im Kortex



und die Subplatte verschwindet, was die einheitlichen Aktivitdtsmuster im gesamten

PL erkliaren konnte.

4.4 Physiologische und patophysiologische Bedeutung von
Oszillationen wahrend der Entwicklung des PL

Synchronisierte Oszillationen koordinieren die Aktivitdt innerhalb und zwischen un-
terschiedlichen Netzwerken und bieten so die Grundlage kognitiver Hirnfunktionen
(Buzsaki u. Draguhn, 2004; Fries, 2009). Bereits wihrend der Entwicklung des Ge-
hirns spielen Oszillationen eine Rolle bei der Ausbildung von Netzwerken. Vor al-
lem organisieren und stabilisieren sie die Konnektivitéit, indem sie das Feuern pré-
und postsynaptischer Neurone synchronisieren und damit Spike-Timing-Dependent-
Plasticity ermoglichen (Hebb, 1949). Diese Studie zeigt, dass die anatomische Ent-
wicklung des PL mit einer dynamischen Organisation der Netzwerkaktivitéit einher-
geht. Die Mechanismen der funktionellen Reifung der préalimbischen Verschaltung
zu kennen ist notwendig, um krankheitsbedingte Verdnderungen des Netzwerkes zu

verstehen.

Vielen neuropsychatrischen Krankheiten, zum Beispiel Autismus oder Schizophre-
nie, liegt eine gestorte neuronale Synchronisation zugrunde (Uhlhaas u. Singer, 2007,
2010). Diese ist wahrscheinlich ein Ergebnis verdnderter Netzwerkkonnektivitét, die
schon friih in der Entwicklung unter Einfluss von Oszillationen festgelegt wird (Uhl-
haas u. a., 2010). Bei der Schizophrenie, die schwere kognitive Defizite mit sich zieht,
ist die Kommunikation zwischen PFC und Hippocampus gestort (Sigurdsson u. a.,
2010). Aber auch die Verschaltungen in den lokalen Netzwerken sind verindert,
was sich unter anderem in reduzierter gamma-Aktivitidt duflert (Gonzalez-Burgos
u. Lewis, 2008; Cardin u. a., 2009; Sohal u. a., 2009). gamma-Oszillationen im PFC
spielen z.B. eine Rolle fiir das Arbeitsgedéichtnis (Li u. a., 2012; Roux u. a., 2012). So-
wohl reduzierte gamma-Aktivitit als auch Beeintrdchtigungen des Arbeitsgedichtnis
wurden bei Schizophrenie-Patienten und in Tiermodellen dieser Krankheit gefunden
(Cho u.a., 2006; Minzenberg u. a., 2010). Schon lange vor dem Einsetzen von Psy-
chosen bestehen bereits mnemonische Defizite (Reichenberg u. a., 2010). Das spricht
dafiir, dass der abnormalen Netzwerkaktivitit eine verdnderte Verschaltung zugrun-

de liegt, die bereits in der frithen Entwicklung entsteht.



In der neonatalen Entwicklungsphase, die eine kritische Periode fiir die funktionel-
le Reifung des PL darstellen kénnte, wird die lokale prilimbische Netzwerkaktivitit
durch einseitig gerichteten Informationsflufl angetrieben. Eine gestorte Kommunika-
tion zwischen PFC und Hippocampus in diesem Alter fiihrt zu mnemonischen Be-
eintrichtigungen (Kriiger u. a., 2012), denen fehlerhafte Verschaltungen in lokalen
pralimbischen Netzwerken zugrunde liegen konnten. Eine Untersuchung der rdum-
lichen und zeitlichen Organisation der Netzwerk- und Spikingaktivitdt in Tiermo-
dellen der Krankheiten konnte Aufschluss dariiber geben, wie Power, Synchronitét,
Kreuz-Frequenz-Kopplung und Feuermuster im oberen und unteren PL verdndert
sind und wie diese Verdnderungen mit bereits beschriebenen zelluldren Veréinderun-
gen in verschiedenen prilimbischen Schichten zusammen héngen (Yang u.a., 2012;
Lee u.a., 2013; McNally u. a., 2013).
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Abstract

Oscillations facilitate a fast and flexible communication between distant neuronal
networks. In this way they provide a basis for cognitive functions. In the neocortex
oscillations in different frequency bands occur already during early development.
This early activity patterns play a role for the formation and connectivity of deve-
loping networks regarding their future functional requirements. The temporal and
spatial organisation of early activity patterns in relation to the age-dependent refi-
nement of networks is largely unknown.

Aim of this study was the investigation of neuronal processing and communication
within local networks of the prefrontal cortex (PFC) during early development. Net-
work activity was measured in vivo with extracellular electrodes in different cortical
layers of the PFC of neonatal, pre-juvenile and juvenile rats. Earlier investigations
have shown that the prefrontal network activity during development progressively
switches from a discontinuous rhythm, consisting of two distinct activity patterns
— spindle bursts (SB) and nested gamma spindle bursts (NG) — to a continuous
rhythm. Part of this work was the development of a method to automatically detect
and classify this activity patterns. This method allows their subsequent investigation
concerning their frequency components, synchronisation patterns and their influence
on neuronal firing.

Frequency analyses show that the base rhythm of all prefrontal oscillations lies
within the theta/alpha-band (4-12 Hz). During NG this rhythm alternates with a
faster rhythm in the beta/low gamma-frequency band (16-40 Hz). Additionally, NG
are accompanied by high frequency oscillations (HFO) between 100 and 400 Hz. This
HFO appear superimposed on the NG rhythm. In the neonatal age the oscillatory
power shows differences between the upper and lower layers of the PFC. This diffe-
rence is most prominent for the HFO and dimishes with age. Similar dependence of
age and cortical depth was found for the synchrony within single frequency bands
that was investigated using a coherence analysis. While theta/alpha-oscillations show

a strong intralaminar coherence, the beta/low gamma-activity is synchronized in a



column-like manner. This synchrony patterns diminish with age. Mainly during ear-
ly staged of development the amplitude of HFO is strongly modulated by the phase
of the base rhythm. Spiking of prefrontal neurons is in turn highly coupled to the
phase of the HFO.

Network activity in the developing PFC shows a complex spatio-temporal struc-
ture that changes during maturation. Each developmental stage is characterized by
distinct activity and synchronisation patterns that are strongly related to the ana-
tomical maturation of the PFC and could have an influence on the formation of

connectivity within the PFC.
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