Aus der Klinik fiir Neurologie mit Experimenteller Neurologie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Nicht-invasive Einzelreizdetektion hochfrequenter
somatosensorisch evozierter Potentiale des Menschen

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Gunnar Waterstraat

aus Wismar

Datum der Promotion: 26.02.2016



Inhaltsverzeichnis

Zusammenfassende Darstellung der Publikationspromotion..............uveuererccnnnnnee. 1
ADSETAKLE ..o 1
ADSETACE ... 2
EINFUNIUNG oo s 4
MELROAIK....coiiiiiiiciicc s 5
EIrEDINISSE. ...t 12
DISKUSSION ...ttt 19
LiteraturverZeiChnis .......cccociviiiiiiiiiiiiccicccc e 23

Eidesstattliche Versicherung.........nniiiinciiiisssnssenns 26

Anteilserkldrung an den erfolgten Publikationen ............iciirvencinnnnncnicnnnnnen, 27

PUDLIKAION Tttt sessess s sssssss s sssssssssesssssssssssssssansssans 29

PUDLIKAION 2 ettt esssssse e ssssssse s sssssssssesssssssssssssssassssans 36

PUDLIKAtION 3 ettt sssss s ssssssssssssssssssssssssansssans 46

Tabellarischer Lebenslauf .........eeeeeeeeeieieeeessssssssssssssssssssssssssssssssens 54

Liste eigener peer-reviewed Publikationen ............eiciiinnnniciinisnicinnnnncncncenenenen, 55

DaNKSAGUINEG......cvuiiititeiitteetse bbb bbb s bbb bbb 56



Zusammenfassende Darstellung der Publikationspromotion

Abstrakt

Einleitung: Durch elektrische Nervenstimulation evozierte hochfrequente (>400 Hz)
somatosensorische Potentiale (hf-SEPs) im Oberflachen-EEG des Menschen sind nicht-
invasive Korrelate kortikaler Summenaktionspotentiale, wie in simultanen mikroskopi-
schen Einzelzellableitungen und makroskopischen epiduralen EEG-Ableitungen bei
Makaken gezeigt wurde. Aufgrund des niedrigen Signal-Rausch-Verhaltnisses erfolgte
die Analyse von hf-SEP bisher durch Mittelung einer Vielzahl (Tausenden) von Reiz-
antworten. Dieses Verfahren nimmt jedoch an, dass die Reizantwort auf jeden Stimulus
exakt identisch ist; eine Analyse der zeitlichen Variabilitat der Reizantworten ist auf
diese Weise nicht moglich. Ziel der vorliegenden Arbeit war, durch Optimierung der
EEG-Aufnahmetechnik sowie Entwicklung spezieller offline-Analysen eine Charakteri-
sierung von Einzelreizantworten zu ermoglichen. Methoden: Eine Analyse des Rausch-
Budgets erkannte das Verstarkerrauschen sowie das thermische Rauschen an der Elekt-
roden-Haut-Schnittstelle als mafigebliche Rauschkomponenten des Hochfrequenz-
EEGs. Messungen mittels optimierter rauscharmer Verstarkertechnologie und sorgfalti-
ger Elektrodenpréparation fiithrten somit zu einer Reduktion des technischen Rauschan-
teils. ,,Biologisches Rauschen”, d.h. fiir die Analyse irrelevante EEG-Aktivitit, wurde
anschlieffend durch eine datengetriebene Optimierung raumlicher und zeitlicher Filter
reduziert. Ein nicht-linearer Klassifikator wurde zur Detektion der Hochfrequenz-SEPs
implementiert. Um Widerspriiche zu fritheren Publikationen zu erklaren und die Algo-
rithmen beziiglich ihrer Parameter detailliert zu charakterisieren, erfolgten statistische
Analysen und Simulationen. Resultate: Ein zunehmender Optimierungsgrad der ver-
wendeten offline-Analysen fiihrte zu einer sukzessiven Verbesserung der Einzelreizauf-
16sung der nicht-invasiv aufgezeichneten Hochfrequenz-SEP: (i) Durch rauscharme
Messungen in Kombination mit ,traditioneller” Mittelung der Reizantworten konnten

erstmals Hochfrequenz-SEPs um 1000 Hz (,,x-bursts”) im nicht-invasiven Oberflachen-




EEG nachgewiesen werden. (ii) Durch Hinzuziehung einer Zeit-Frequenz-Analyse der
Einzelreizantworten konnte zudem im Gegensatz zu fritheren Studien ein mit 600 Hz-
SEP (,,0-bursts”) assoziierter Amplitudenanstieg der Einzelreizantworten im nicht-
invasiven Oberflachen-EEG nachgewiesen werden; dieser Befund stiitzt das 'added ener-
gy' Modell evozierter Potentiale. (iii) Die datengetriebene Optimierung raumlicher und
zeitlicher Filter in Kombination mit einem nicht-linearen Klassifikator erlaubte in Pro-
banden mit hoher Signalamplitude erstmals eine verlassliche und spezifische Detektion
von o-bursts in nicht-invasiven EEG-Aufzeichnungen ohne Kenntnis der Stimulations-
zeitpunkte. Schlussfolgerungen: Optimierte Aufnahmetechniken und offline-Analysen
ermoglichen beim Menschen die Detektion und Charakterisierung hochfrequenter SEPs
im nicht-invasiven Oberflachen-EEG auf der Ebene von Einzelreizantworten. Die ent-
wickelten Techniken ermoglichen zudem eine weitergehende Beschreibung der zeitli-
chen Variabilitat der Reizantworten als Marker einer variierenden Stimulusverarbei-
tung im somatosensorischen System. Perspektivisch konnen die verwendeten Metho-
den zu einer allgemeinen Verwendung hochfrequenter iktualer und interiktualer Oszil-

lationen als vorteilhafter Biomarker bei Epilepsien beitragen.

Abstract

Introduction: High-frequency (> 400 Hz) somatosensory evoked potentials (hf-SEP) fol-
lowing electric nerve stimulation can be measured non-invasively at the scalp. As in-
ferred from simultaneous microscopic single cell recordings and macroscopic epidural
recordings in Macaque monkeys, they are correlates of cortical population spikes. Due
to the low signal-to-noise ratio, traditionally their analysis involved averaging across a
multitude (thousands) of trials. However, this technique assumed an identical response
to each stimulus; therefore, analyzing their temporal variability became impossible.
Here, optimized low-noise EEG-technology and purpose-made offline analyses shall
enable single-trial analysis. Methods: Amplifier noise and thermal noise at the elec-

trode-skin-interface are major constituents of the noise budget in the high-frequency




EEG. Accordingly, measurements with optimized low-noise EEG amplifiers and careful
preparation of recording electrodes lead to a reduction of the technical noise content of
the recordings. Consequently, data-driven optimization of spatial and temporal filters
decreased the level of “biological noise”, i.e., EEG activity deemed to be irrelevant for
the analysis. To detect single-trial high-frequency SEP in noninvasive EEG recordings, a
non-linear classifier was implemented. Simulations and statistical analyses were con-
ducted to characterize the algorithms in detail and to resolve discrepancies between
earlier publications. Results: An increasing degree of optimization of the offline-
analyses lead to a successive enhancement of the single-trial visibility of non-invasively
recorded high-frequency SEP: (i) Using low-noise measurements, high-frequency SEP
around 1000 Hz (“k-burst”) could be detected for the first time in non-invasive surface
EEG. (ii) In contrast to previous studies, it was demonstrated that 600 Hz-SEP
(“o-bursts”) are associated with an increase of the single-trial amplitude in the non-
invasive surface EEG, hereby providing evidence for the ‘added energy’ model of
evoked potentials. (iii) The combination of data-driven filter optimization and a non-
linear classifier eventually enabled a reliable and specific detection of single-trial
o-bursts in the non-invasive surface EEG of subjects with high signal amplitude. Con-
clusion: Optimized recording technology and offline analyses enable detecting and
characterizing human single-trial high-frequency SEP in non-invasive surface EEG. Us-
ing the developed techniques, the temporal variability of single trials can serve as an
identifiable marker of variations in the stimulus processing of the somatosensory sys-
tem. Perspectively, these methods might contribute to establish ictual and interictual

high-frequency oscillations as common biomarkers in epilepsy.




Einfiihrung

Die Elektroenzephalographie (EEG) ist eine funktionelle und nicht-invasive elektrophy-
siologische Messmethode, d.h., sie kann ein direktes makroskopisches Korrelat der
elektrischen Aktivitat zerebraler Nervenzellen ohne Risiko fiir Patienten/Probanden
abbilden. Aufgrund historischer Entwicklungen und technischer Limitationen ist die
klinisch etablierte Analyse des Oberflichen-EEG jedoch auf Frequenzen unter 100 Hz
beschrankt, in denen die Aktivitat vorrangig durch postsynaptische Potenziale gene-

riert wird [1].

Die Analyse des nicht-invasiven EEG in hoheren Frequenzen (> 400 Hz; hf-EEG) ist von
besonderem Interesse, da es zumindest teilweise durch einen separaten Mechanismus
generiert wird: Mikroskopische Einzelzell-Ableitungen mit simultanen makroskopi-
schen epiduralen EEG-Ableitungen am Affen zeigten, dass durch periphere Nervenrei-
zung evozierte hf-EEG Antworten des somatosensorischen Kortex ein Korrelat kortika-

ler Summenaktionspotenziale darstellen [2, 3].

In dieser Arbeit dient eine im nicht-invasiven Oberflaichen-EEG des Menschen re-
gistrierte, als ,0-burst” bezeichnete hochfrequente Oszillation um 600 Hz [4, 5] als Mo-
dellkomponente zur Optimierung der Aufnahmehardware sowie der offline-Analysen.
Der durch elektrische Stimulation sensibler oder gemischter peripherer Nerven (zu-
meist N. medianus) evozierte o-burst iiberlagert die erste im Kortex postsynaptisch ge-
nerierte Komponente (N20) der klinisch etablierten niederfrequenten somatosensorisch
evozierten Potentiale (SEP). Jedoch wird die Registrierung des EEG in hoheren Fre-
quenzbandern zunehmend durch das abnehmende Signal-Rausch-Verhaltnis (SRV) li-
mitiert. Dieses Problem wird tiblicherweise durch Mittelung einer Vielzahl von Reiz-
antworten (bis zu mehrere tausend) geldst; allerdings macht dieser Ansatz es unmaog-
lich, die zeitliche Variabilitat der Reizantworten zu untersuchen. Mittels rauscharmer
EEG-Verstarkertechnologie sowie optimierter offline-Analysen und raumlicher Filte-

rung des Mehrkanal-EEG wird in dieser Arbeit das SRV des hf-EEG gesteigert, um den




Nachweis evozierter Komponenten um 1000 Hz (,,x-burst”) und letztlich die Einzel-
antwort-Detektion von o-bursts im nicht-invasiven Oberflichen-EEG des Menschen zu
ermoglichen. Perspektivisch ldsst sich die hierbei verwendete Methodik auch auf ande-
re hochfrequente EEG-Komponenten, wie beispielsweise Hochfrequenzoszillationen im
EEG von Epilepsiepatienten, iibertragen: Dies konnte eine verbesserte nicht-invasive
Diagnostik und Verlaufsbeurteilung von Epilepsien, sowie eine genauere Lokalisation

epileptogener Foci ermdglichen [6].

Methodik

Das SRV lasst sich sowohl durch eine Verminderung des das Signal iiberlagernden
Rauschens als auch durch eine Steigerung der Signalamplitude des o-bursts erhchen.
Im Folgenden wird die Zusammensetzung des technischen Messrauschens analysiert,
um die relevanten Rauschanteile zu identifizieren. Anschlieffend werden verwendete

offline-Analysen sowie wichtige Parameter des Messvorganges dargestellt.

Reduktion technischen Rauschens

Das technische Rauschen entstammt der verwendeten Messtechnik sowie elektromag-
netischen Einkopplungen aus der Messumgebung. Eine Analyse der Zusammensetzung
des technischen Rauschens Uy (in nV,,) in einer elektromagnetisch abgeschirmten,
d.h. nahezu interferenzfreien, Messumgebung zeigte eine Abhangigkeit des techni-
schen Rauschens a) vom thermischen Johnson-Nyquist-Rauschen an der Elektroden-
Haut-Schnittstelle und b) vom elektronischen Rauschen des verwendeten EEG-

Verstarkers [7]:

Ur = VBW x \/e\zlerstéirker + etzhermisch/ )
wobei BW (in Hz) die spektrale Bandweite der Messung (in Hz), eyerstirker (in NV/VHZ)
die spektrale Amplitudendichte des Eingangsrauschen des EEG-Verstarkers und

€thermisch iN (NV/VHZz) die spektrale Amplitudendichte des thermischen Rauschen an der

Elektroden-Haut-Schnittstelle bezeichnen. Dieses wiederum ist abhangig von der Bolt-




zmann-Konstante k (in ]J/K), der absoluten Temperatur T (in K) und dem reellwertigen

Anteil der Impedanz an der Elektroden-Haut-Schnittstelle R (in Q):

€thermisch = VkTR (2)

Fiir praktische Anwendungen veranderlich sind hierbei die Impedanz sowie das Ein-
gangsrauschen des EEG-Verstdarkers. So weist ein Standard-Setup (Verstarkerrauschen
von 30 nV/VHz), 5kQ Impedanz, 310 K Korpertemperatur) eine Rauschamplitude
(Spitze-Tal-Wert) von 1940 nV auf. Hingegen kann durch eine Messung mittels rausch-
armer EEG-Verstarkertechnologie und sorgfaltiger Elektrodenpraparation (Verstarker-
rauschen von 4.8 nV/\/E), 1kQ Impedanz) eine Rauschamplitude von lediglich
391.7nV und somit eine um ca. Faktor 5 verbesserte Sensitivitat fiir Signale mit
Amplituden im Nanovolt-Bereich erreicht werden. Zusatzlich kann durch elektrische
Isolierung und verdnderte Masseschaltung des EEG-Verstarkers [8] der Einfluss elekt-

romagnetischer Interferenzen deutlich reduziert werden (vgl. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Amplitudenspektren von EEG-Messungen mit einem kommerziell erhaltli-
chen EEG-System (blaue Kurve) sowie einem optimierten rauscharmem System (rote
Kurve). Durch optimierte Verstarkertechnologie und sorgfaltige Elektrodenpraparation
lassen sich sowohl Grundrauschen (sichtbar im Frequenzbereich > 100 Hz) als auch der
Einfluss elektromagnetischer Interferenzen, bspw. der 50 Hz Wechselspannungsfrequenz
(vgl. vergrofierten Bildausschnitt), deutlich vermindern. © Elsevier, Amsterdam. http://

www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165027014002970
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Reduktion ,biologischen Rauschens” durch raumliche Filterung

Da die Messelektroden sowie die Referenzelektrode sowohl durch teilweise iiberlap-
pende elektrische Felder kortikaler Nahfeld-Generatoren als auch durch Volumenlei-
tung von Fernfeldgeneratoren beeinflusst werden, weist das EEG eine vergleichsweise
geringe raumliche Auflosung auf. Dies bedingt, dass die Aktivitat insbesondere kleine-
rer und schwéacherer Generatoren durch umliegende und entfernte Quellen {iberlagert
wird (,,biologisches Rauschen”) und fiihrt letztlich zu einer Verringerung des SRV. Eine
raumliche Filterung ermoglicht, dieses Problem abzumildern. Hierbei lassen sich Algo-
rithmen unterscheiden, welche physikalische Modelle der Volumenleitung nutzen, um
Fernfeldeffekte zu vermindern (bspw. Stromquellendichte-Analyse sowie “beamfor-
ming”) und statistische Methoden, die rdaumliche Filter anhand eines Zielkriteriums op-
timieren. So findet die Common Spatial Pattern (CSP) Analyse [9] raumliche Filter, wel-
che die EEG-Aktivitat in bestimmten Zeitabschnitten der Messung maximiert und
gleichzeitig in anderen Abschnitten minimiert. Die daraus resultierenden Filter lassen
sich spezifischen raumlichen Aktivitatsmustern zuordnen und erhéhen somit das SRV

durch Ausblendung ,irrelevanter” und Fokussierung auf relevante EEG-Aktivitat.

Zeit-Frequenz-Analyse

Das Zeitsignal des EEG (d. h. die iibliche Beschreibung des EEG in Form zeitabhangiger
Kurvenverlaufe) kann spektrale Signaleigenschaften nur indirekt wiedergeben. Die
Fourier-Domaéne hingegen weist eine optimale Abbildung der spektralen Zusammen-
setzung des Signals auf, kann jedoch dessen Zeitverlauf nur indirekt tiber die Phasen
der beschriebenen Kosinusfunktionen darstellen. Eine Zeit-Frequenz-Analyse verzahnt
die Darstellung des zeitlichen und spektralen Verhaltens eines Signals. Die
S Transformation [10] wurde hier gewdhlt, da sie einen optimalen Kompromiss aus

zeitlicher und spektraler Auflosung mit der Wiedergabe von Fourier-Phasen verbindet.

Der Absolutwert eines komplexwertigen S-transformierten Signals ist ein Maf$ der in-

stantanen (effektiven) Amplitude des frequenzzerlegten Signals. Diese instantanen




Amplitudenspektren konnen tiiber die Reizantworten gemittelt werden, wodurch sich
eine durchschnittliche, in Zeit und Frequenz aufgeloste, Amplitude der Einzelreizant-
worten ergibt. Hingegen ist die Zeit-Frequenz-Analyse der gemittelten Reizantwort nur
fiir Signale sensitiv, welche eine nicht-uniforme Phasenverteilung tiber die Einzelreiz-
antworten aufweisen, da nur solche Signale nach der Mittelwertbildung zumindest an-

teilig erhalten bleiben.

Voraussage der o-burst-Amplitude in der Einzelreizantwort

Invasive Ableitungen zeigten, dass der o-burst zumindest teilweise durch eine Erho-
hung der neuronalen Feuerrate im somatosensorischen Kortex generiert wird. Somit ist
anzunehmen, dass unter optimalen Ableitbedingungen die Amplitude der EEG-
Einzelreizantworten wahrend des o-bursts ansteigt. Der fehlende Nachweis dieses An-
stiegs im nicht-invasiven Oberflichen-EEG [11] wies hingegen auf einen Phasen-Reset
kontinuierlicher 600 Hz Oszillationen als Mechanismus zur Generierung des o-bursts
hin. Zur Erklarung dieses scheinbaren Gegensatzes zwischen den Ergebnissen invasiver
und nicht-invasiver Messungen wurde ein Modell zur Voraussage der o-burst-
Amplitude in der Einzelreizantwort entwickelt. Unter der Grundannahme, dass der
o-burst tatsdachlich zu einer Amplitudenzunahme im Einzelreiz-EEG fiihrt, kann die
Wahrscheinlichkeit bestimmt werden, mit der ein t-Test diesen Effekt auch nachweisen

kann (Teststarke).

Ausgehend vom Verhiltnis der Effektivwerte der gemittelten Reizantwort im o-burst-
Zeitfenster und einem Rauschfenster (RARA; ,RMS Amplitude Ratio in the Average”) so-
wie der Anzahl der gemittelten Reizantworten (N) wird das Einzelreiz-SRV (SNRg;
,single-trial Signal-to-Noise Ratio”) geschatzt, wobei diese Berechnung auf der Annahme
beruht, dass jede Reizantwort aus einem gleichbleibendem Antwortpotential besteht,

welches auf einen unabhéngig und identisch verteilten Rauschprozess addiert wird:

RARA(N)2-1

SNR, = 3)




Schliefslich kann die Teststarke eines t-Tests zum Nachweis des o-burst-assoziierten
Amplitudenanstiegs im fortlaufenden ,,Hintergrund-EEG” errechnet werden:

1B = cdf[0.5-log(SNRZ + 1) ™2 _ ppf(1-2) |, @)

Grmslog
wobei 1~ die errechnete Teststdrke, o;ms,,, €in Maf§ der Amplitudenvariabilitat der

Einzelreizantworten und « das Signifikanzniveau darstellen. cdf und ppf bezeichnen
die kumulative Verteilungsfunktion (,,cumulative distribution function”) bzw. ihre Inver-
se (,,percent point function”). Die vollstindige Ableitung des Modells findet sich im Ap-

pendix von [12].

Das entwickelte Modell erlaubt es somit, unterschiedliche Studienergebnisse bzgl. eines
Amplitudenanstiegs in den Einzelreizantworten als Folge unterschiedlicher SRV zu in-
terpretieren und ermoglicht eine schliissige Erklarung der scheinbaren Widerspriiche
zwischen den erhaltenen Ergebnissen invasiver (hohes SRV) und nicht-invasiver (nied-

riges SRV) Einzelreizableitungen.

Detektor von o-bursts im Einzelreiz-EEG

Der durch periphere Nervenstimulation generierte o-burst (das ,Zielsignal”) wird
durch fortlaufende EEG-Aktivitat sowie durch technisches Rauschen und Artefakte
uberlagert (die ,Storsignale”), so dass ein erster Schritt zur Detektion von o-bursts in
der Anhebung des SRV besteht. Ideale lineare Filter zur Optimierung des SRV im Falle
einer Uberlagerung eines bekannten Zielsignals durch unkorreliertes stochastisches
Rauschen werden Optimalfilter genannt [13]. Fiir den entwickelten Einzelreizdetektor
wird ein raumlich-zeitlicher Filter auf die aufgezeichneten EEG-Daten optimiert, wel-
cher in Analogie zu Optimalfiltern arbeitet, jedoch keine Annahme tiiber die Unkorre-
liertheit des Zielsignals mit den tiberlagernden Storsignalen voraussetzt. In Analogie
zur rdumlichen Filterung mittels CSP werden zusatzliche Zeitfilter optimiert, welche
fiir das Zielsignal zu einer Maximierung und fiir die Storsignale zu einer simultanen

Minimierung der Filterantwort fithren. Die Optimierung der raumlichen und zeitlichen




Filter erfolgt hierbei abwechselnd bis zur Konvergenz des Algorithmus, welcher als bi-
linear Common Spatio-Temporal Pattern analysis (bCSTP) bezeichnet wird [14]. Die mittels
bCSTP gefilterten Daten werden anschliefsend als Ziel- oder Storsignal klassifiziert, wo-
bei eine weighted Extreme Learning Machine (w-ELM) als Klassifikator dient [15]. w-ELMs
sind kiinstliche neuronale Netzwerke, welche nach erfolgtem Training auch komplexe,
linear nicht zu trennende, Datensitze klassifizieren konnen, wobei eine Gewichtung der
Klassen wahrend des Trainings auch eine Klassifizierung unbalancierter Datensitze
erlaubt (d. h., die Klassen konnen eine starke Ungleichheit ihrer Haufigkeit aufweisen).
Diese Fahigkeit, auch unbalancierte Datensitze erfolgreich zu verarbeiten, ist fiir die
vorliegende Detektionsaufgabe essentiell, da bei einer Abtastrate der EEG-Aufzeichung
von 5 kHz und einer Stimulationsfrequenz von 5 Hz nur ein zu detektierender Stimulus
in 1000 Datenpunkten vorliegt. Im Gegensatz zu den haufig eingesetzten (weighted)
Support Vector Machines sind w-ELM zudem deutlich rascher zu trainieren und kénnen

somit auch im Falle grofser Trainingsdatensédtze verwendet werden.

Nach erfolgter Ausreifsererkennung wurden bCSTP-Filter sowie ein w-ELM-
Klassifikator auf einen Anteil der aufgezeichneten EEG-Einzelreizantworten optimiert.
Die Verifizierung erfolgte im Anschluss mittels der restlichen Einzelreizantworten, wel-
che dem Algorithmus wahrend der Trainingsphase nicht zuganglich waren. Die Giite
der Klassifikation wurde schliefdlich anhand der Detektionsrate (DR) sowie des positi-

ven Vorhersagewertes (PPV, , Positive Predictive Value”) beurteilt.

Der Einfluss von SRV, Zahl der Einzelreize sowie des w-ELM Wichtungsparameters auf
den Detektionsalgorithmus wurde anhand von Surrogatdaten untersucht. Zwanzig
,kiinstliche” EEG-Datensiatze wurden generiert, wobei die Daten eines Probanden
(Versuchsperson 2) als Vorlage dienten. Hierfiir wurde das Vorlage-EEG Fourier-
transformiert und fiir jeden komplexwertigen Fourier-Koeffizienten ein zufallig ge-
wahlter Phasenversatz eingefiigt. Anschlieffend erfolgte die Riicktransformation in die

Zeitdomane (Algorithmus A aus [16]). Diese Methode erzeugt Zufallsdaten, deren
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spektralen Eigenschaften jedoch identisch zur gewahlten EEG-Vorlage sind und somit
einen realistischen ,EEG-Hintergrund” darstellen. Als , Vordergrund” wurden mittels
bCSTP o-bursts aus den Daten desselben Probanden extrahiert. Das SRV der resultie-
renden Surrogatdaten konnte nun prazise kontrolliert werden, indem ,Hintergrund”
und ,, Vordergrund” mit entsprechendem Amplitudenverhaltnis synthetisiert wurden

(SRV -40 dB bis -20 dB).

Quellcodes der fiir die offline-Analyse verwendeten Algorithmen

Alle in der Methodik beschriebenen Algorithmen wurden in der Programmiersprache
Python implementiert und stehen unter der freien MIT-Lizenz als Modulares EEG

Toolkit (MEET) zur Verfiigung: https://www.github.com/neurophysics/meet

EEG-Messungen

Die EEG-Messungen erfolgten in einer elektromagnetisch abgeschirmten Messkammer
mittels spezifisch gefertigter rauscharmer EEG-Verstarker (Verstarkerrauschen
4.8 nV/vYHz). Nicht-polarisierende gesinterte Ag/AgCl-Ringelektroden wurden auf der
Kopfhaut von insgesamt 6 gesunden Probanden mit Betonung iiber den somatosensori-
schen Kortizes positioniert (teilweise 29, teilweise 10 Elektroden mit Nasenreferenz;
zum Teil 2 bipolar verschaltete Elektroden). Mittels eines abrasiven Elektrolytgels wur-
den die Impedanzen an der Elektroden-Haut-Schnittstelle auf unter 1 kQ reduziert.
Wahrend der Messungen lagen die Probanden auf dem Riicken und wurden aufgefor-
dert, einen Punkt an der Decke zu fixieren, selten zu blinzeln, zu schlucken und sonsti-
ge Bewegungen zu vermeiden. Teilweise am linken Handgelenk, teilweise beidseits
alternierend, erfolgte die elektrische Stimulation des N. medianus mittels eines 0.2 ms
breiten Rechteckpulses. Die konstante Stromstarke wurde auf etwa das 1.5fache der
motorischen Schwelle gesetzt, so dass fiir jeden Strompuls eins deutliches Zucken des
Daumens sichtbar war. Die Stimulationsfrequenz betrug 4.3 Hz; im Falle einer beidsei-
tigen Nervenstimulation erfolgte diese alternierend mit einer Stimulationsfrequenz von

4.3 Hz auf jeder Seite. Die EEG-Daten wurden mit einer Abtastrate von 5 kHz in einem

11


https://www.github.com/neurophysics/meet

analogen Bandpass von 0.5 Hz bis 2000 Hz mit einer Auflésung von 20 Bits digitalisiert.
Offline wurden anschliefend die durch die Nervenstimulation erzeugten EEG-
Artefakte aus den Daten herausgeschnitten und mittels linearer bzw. monotoner kubi-

scher Spline-Interpolation ersetzt.

Ergebnisse

Die vorgestellten Methoden dienen der Reduktion iiberlagernden Rauschens im Hoch-
frequenz-EEG des Menschen und ermdglichen hierdurch eine sensitivere Detektion so-
wie genauere Beschreibung hochfrequenter EEG-Komponenten, d. h. kortikal generier-
ter Summenaktionspotentiale, in nicht-invasiven Messungen. Die Reduktion techni-
schen Rauschens wihrend der EEG-Aufzeichnung durch Einsatz optimierter EEG-
Verstarkertechnologie sowie durch sorgfaltige Elektrodenpraparation ist hierbei unab-
dingbare Grundlage fiir einen zusatzlichen SRV-Anstieg durch nachfolgend verwende-
te offline-Analysen. Ein zunehmender Optimierungsgrad der verwendeten offline-
Analysen fiihrt in der Folge zu einer sukzessiven Verbesserung der Einzelreizauflosung

der nicht-invasiv aufgezeichneten Hochfrequenz-SEPs:

i.  Unter Verwendung ,traditioneller” offline-Analysemethoden, d. h. durch Mitte-
lung einer Vielzahl von Reizantworten, ermoglichen rauscharme EEG-
Messungen den Nachweis somatosensorisch evozierter k-bursts (= 1000 Hz) im
nicht-invasiven Oberflachen-EEG, welche zuvor nur in invasiven thalamischen,
subthalamischen sowie epiduralen Messungen [17-19] beschrieben werden konn-

ten.

ii.  Als zusatzliche offline-Analyse wurde die instantane (effektive) Amplitude der
frequenzzerlegten Einzelreizantworten mittels S Transformation errechnet. In
Ubereinstimmung mit einer in invasiven Einzelzellableitung nachgewiesenen
Erhohung der Feuerrate beteiligter kortikaler Neurone [2] zeigt sich nun, als Be-

leg eines additiven Generatormechanismus, ein mit dem o-burst assoziierter
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Anstieg der Einzelreizamplituden, wahrend dieser Nachweis in vorherigen

nicht-invasiven EEG-Ableitungen nicht gelang [11].

iii. Die Hinzuziehung kombinierter rdaumlich-zeitlicher Filter und eines nicht-
linearen Klassifikators ermoglicht letztendlich eine FEinzelreizdetektion von
o-bursts im nicht-invasiven Oberflachen-EEG des Menschen, d. h. eine Detektion
der hochfrequenten Reizantworten im kontinuierlichen EEG ohne Kenntnis der

Stimulationszeitpunkte.

Im Folgenden werden die genannten Ergebnisse im Detail dargestellt.

i. Nachweis und Charakterisierung evozierter somatosensibler 1 kHz Ak-
tivitat (ic-burst)

Wie beschrieben beschréankt sich das Frequenzband der durch periphere Nervenstimu-
lation evozierten EEG-Aktivitdt nicht auf Frequenzen bis 600 Hz. Stattdessen konnte in
invasiven thalamischen und subthalamischen Messungen [17, 18] sowie in epiduralen
Messungen [19] eine SEP-Komponente um 1000 Hz (,,x-burst”) nachgewiesen werden.
Mittels Messungen mit optimierter rauscharmer EEG-Verstarkertechnologie und Re-
duktion der Impedanz an der Elektroden-Haut-Schnittstelle konnten k-bursts nun
erstmals auch im nicht-invasiven Oberflachen-EEG gesunder Probanden nachgewiesen
werden. Hierbei konnten unterschiedliche Generatoren von o-burst und xk-burst de-
monstriert werden (Abbildung 3): Im Frequenzband des o-bursts (450-750 Hz) zeigte
sich ein frithes monopolares Aktivitatsmuster (beginnend im Bereich von 12.2 ms bis
15.4 ms nach Nervenstimulation), welches durch ein den Sulcus centralis tiberspannen-
des bipolares Aktivititsmuster abgelost wurde (beginnend 18.8 ms bis 21.8 ms nach
Nervenstimulation). Fiir den xk-burst ergab sich hingegen ein komplexes raumliches
Muster, welches auf mehrere Generatoren hinwies. So zeigte sich in diesem Frequenz-
band (850-1150 Hz) ein initiales monopolares Aktivititsmuster, welches ab etwa 20 ms

zwischen einem monopolarem und komplexem tripolarem Muster alternierte.
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Abbildung 2: o-burst (oben) und k-burst (unten) weisen unterschiedliche rdaumliche
Aktivitatsmuster auf und lassen sich somit unterschiedlichen Generatoren zuordnen.

© Elsevier, Amsterdam. http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/

51388245712004130

ii. Generation des o-bursts: Phasen-Reset oder additiver Mechanismus?

Simultane kortikale Einzelzellableitungen und makroskopische epidurale EEG-
Ableitungen von Makaken zeigten eine Erhohung der Rate von Aktionspotentialen
wahrend des o-bursts [2]. Dahingegen konnte der Nachweis einer burst-assoziierten
Amplitudensteigerung in der Einzelreizanalyse des nicht-invasiven Oberflachen-EEG in
fritheren Studien nicht erbracht werden [11]. Dieses Ergebnis fiihrte zu der Vermutung,
dass o-bursts nicht durch einen additiven Mechanismus, sondern durch einen Phasen-

Reset fortlaufender hochfrequenter , Hintergrundaktivitat” generiert werden.
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Abbildung 3: Amplituden der Zeit-Frequenz-Analyse von Medianus-SEP einer reprasen-
tativen Versuchsperson in der bipolaren Ableitung C3'-FC3 mit unterschiedlichem Ver-
starkerrauschen. Links: Amplituden der Zeit-Frequenz-Analyse der gemittelten Reizant-
wort. Rechts: Gemittelte Amplituden der Zeit-Frequenz-Analyse einzelner Reizantwor-
ten. Die Amplituden wurden anhand der medianen Amplitude im entsprechenden Fre-
quenzband eines dem Stimulus vorangehenden Zeitintervalls normalisiert. Die innerhalb
der schwarzen Konturen liegenden Flachen weisen eine gegeniiber dem Rauschniveau
signifikant erhohte Amplitude mit einer False Discovery Rate von a < 0. 05 auf. Die obers-
te Zeile zeigt die Kontrolle der Methode anhand von Daten ohne Evozierung von SEPs.
Das Ausmaf3 des Amplitudenanstiegs in den Einzelreizantworten zeigt eine deutliche
Abhéngigkeit vom Verstarkerrauschen: Je niedriger das Verstarkerrauschen, desto hoher
der nachweisbare Amplitudenanstieg in den Einzelreizantworten (von oben nach unten
zunehmendes Verstdrkerrauschen). © Elsevier, Amsterdam. http://

www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388245712002386

Der Nachweis einer Amplitudensteigerung ist jedoch in hohem Mafse vom SRV abhan-
gig: Das entwickelte Modell zur Voraussage der o-burst-Amplitude in der Einzel-
reizantwort zeigte, dass die Sensitivitit zum Nachweis eines burst-assoziierten
Amplitudenanstiegs in der Einzelreizantwort in konventionellen EEG-Messungen wie

in [11] nicht ausreichend ist und die hinsichtlich des Generatormechanismus von
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o-bursts scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse invasiver und nicht-invasiver Studien
durch das unterschiedliche SRV in den zugrundliegenden Daten erklarbar sind. Das
hohe SRV in invasiven makroskopischen epiduralen Ableitungen sowie mikroskopi-
schen Einzelzellableitungen [2, 3] erlaubte einen Nachweis der wahrend des o-bursts
ansteigenden EEG-Amplitude. Dahingegen war es in mit konventioneller Ableittechnik
aufgezeichneten nicht-invasiven SEP [11] aufgrund des vergleichsweise geringen SRV
nicht moglich, diesen Amplitudenanstieg nachzuweisen. Hierbei erlaubt das erstellte
statistische Modell zur Vorhersage der o-burst-Amplitude in der Einzelreizantwort eine
Quantifizierung der Teststarke zum Nachweis des Amplitudenanstiegs. So wurde die
Zahl der notwendigen Einzelreize in [11] zur Erreichung einer Teststarke von 90 % auf
etwa 41000 geschatzt. Dahingegen konnte in den fiir diese Arbeit durchgefiihrten
rauscharmen EEG-Messungen ein burst-assoziierter Amplitudenanstieg auch im nicht-
invasiven Oberflachen-EEG gezeigt werden, wobei dessen Ausmafi modell-konform in

hohem Mafie vom Verstarkerrauschen abhing (Abbildung 2).

Zusatzlich konnte das erstellte statistische Modell zur Vorhersage der o-burst-
Amplitude in der Einzelreizantwort anhand reprasentativer Probanden mit hoher, mitt-
lerer und niedriger o-burst-Amplitude verifiziert werden. In Ubereinstimmung mit den
durch das Modell bestimmten Teststarken konnte eine mit dem o-burst assoziierte
Amplitudensteigerung in Probanden mit hoher und mittlerer Signalamplitude belegt
werden, wahrend dies modell-konform in Probanden mit geringer Signalamplitude

nicht moglich war.

iii. Detektion von o-bursts im nicht-invasiven Einzelreiz-EEG

Der entwickelte Detektor von o-bursts im nicht-invasiven Einzelreiz-EEG verbindet die
Extraktion raumlicher und zeitlicher EEG-Filter (bCSTP) mit dem Training eines Klassi-

fikators (w-ELM).
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Abbildung 4: Charakterisierung des entwickelten Einzelreiz-Detektors anhand des SRV
der Eingangsdaten, des w-ELM Wichtungsparameters sowie der Anzahl der Einzelreize
zum Training des Algorithmus. A: Das SRV (,,Signal-to-Noise Ratio”, SNR) weist eine enge
Beziehung zum Eigenwert der bCSTP-Analyse A, auf, welcher ein Maf fiir die Signal-
stdarke in der Extraktion raumlicher und zeitlicher Filter ist. B: Mit dem gewé&hlten w-ELM
Wichtungsparameter (w = 0.05) zeigt sich mit steigendem SRV initial ein Anstieg der
Detektionsrate (DR) und erst spater ein Anstieg des positiven Vorhersagewertes (PPV). C:
Durch Variierung des w-ELM Wichtungsparameter w kann zwischen den Anforderungen
einer hohen Detektionsrate bzw. eines hohen positiven Vorhersagewertes skaliert wer-
den. Die Kombination aus hohem SRV und addquat gewdahltem Wichtungsparameter
erlaubt eine simultane Maximierung beider Giitemafie. D: Die Giite der Detektion steigt
mit zunehmender Zahl der fiir das Training des Detektors verwendeten Einzelreize

(Ngain) an. © Elsevier, Amsterdam. http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/

51053811914008489

Mittels Surrogatdaten wurde der Detektor beziiglich des SRV der EEG-Daten, der Zahl
der fiir das Training verwendeten Einzelreize sowie des w-ELM Wichtungsparameters
charakterisiert (Abbildung 4). Es wurde gezeigt, dass es mit steigendem SRV initial zu
einem raschen Anstieg der Detektionsrate (DR) kommt, wahrend fiir einen Anstieg des
positiven Vorhersagewertes (PPV) ein nochmals hoheres SRV notwendig ist. Hierbei
kommt dem w-ELM Wichtungsparameter w eine Schliisselrolle zu: Im Falle eines nied-
rigen SRV kann durch die entsprechende Wahl von w zwischen den Anforderungen
einer hohen Detektionsrate und eines hohen positiven Vorhersagewertes skaliert wer-
den. Im Falle eines hohen SRV fiihrt die optimierte Wahl von w zu einer simultanen

Maximierung beider Giitekriterien der Detektion. Zudem konnte die Abhéngigkeit der
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Detektionsgiite von der Zahl der zum Training des Algorithmus verwendeten Einzel-

reize demonstriert werden.

Anschliefsend wurde der Algorithmus auf die EEG-Daten von vier fiir die Variation des
SRV in der Population repréasentativen gesunden Versuchspersonen angewendet (beid-
seitige alternierende N. medianus Stimulation), wobei ein Teilabschnitt der Messung
dem Training des Algorithmus diente. Die Optimierung und nachfolgende Anwendung
raumlicher und zeitlicher Filter mittels bCSTP fiihrte zu einer deutlichen Steigerung des
SRV, wodurch die Anwendung des w-ELM Klassifikators erst moglich wurde (Abbil-
dung 5). Die zu den erhaltenen raumlichen Filtern korrespondierenden Aktivierungs-
muster zeigten hierbei eine Aktivierung {iber dem hinteren, der Stimulationsseite ge-
geniiberliegenden Parietallappen, passend zu einem Generator im primaren somato-
sensorischen Kortex. Die zu den zeitlichen Filtern korrespondierenden zeitlichen Akti-
vierungsmuster zeigten eine typische hochfrequente (= 600 Hz) Oszillation etwa 20 ms
nach Nervenstimulation. Zwei raumliche und zwei zeitliche Filter wurden fiir jeden der
8 Datensitze (getrennte Analyse der linksseitigen und rechtsseitigen Stimuli der 4 Pro-
banden) optimiert, so dass fiir jeden EEG-Zeitpunkt 4 kombinierte raumlich-zeitliche
Merkmale extrahiert wurden. Diese wurden anhand des zuvor trainierten w-ELM Klas-
sifikators als o-burst oder Rauschen gekennzeichnet. Entsprechend der Charakterisie-
rung des Algorithmus mittels Surrogatdaten zeigte sich eine hohe Abhangigkeit der
Detektionsgiite vom SRV: So betrugen die Detektionsraten in den Versuchspersonen
1 & 2 (hohes SRV) 93.6-98.7 % wahrend diese fiir Versuchspersonen 3 & 4 (niedriges bis
mittleres SRV) auf Werte im Bereich von 59.6-80.6 % absanken. Analog zur Charakteri-
sierung des Detektors mittels Surrogatdaten wies der positive Vorhersagewert der De-
tektion eine noch hohere Abhdngigkeit vom SRV auf. Hier zeigte sich ein Abfall von
81.1-96.8 % in Versuchspersonen 1 & 2 auf lediglich 18.1-52.9 % in Versuchspersonen
3&4.
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Abbildung 5: Effekt von raumlicher und zeitlicher Filterung mittels bCSTP anhand
Bandpass-gefilterter (400-900 Hz) Einzelreizantworten sowie gemittelter Reizantwor-
ten nach rechtsseitiger N. medianus Stimulation einer représentativen Versuchsperson.
Einzelne Reizantworten (schwarze Linien) wurden anhand ihrer durchschnittlichen
Rauschamplitude skaliert, so dass das SRV nach den einzelnen Filterschritten anhand
der Spitzenamplitude verglichen werden kann. Die blau schattierten Flachen um die
gemittelten Reizantworten (blaue Linien) kennzeichnen die 2.5-97.5 % Perzentilen-
spanne der Amplituden der zugrundeliegenden Einzelreizantworten. In den gegen die
Nase als Referenz abgeleiteten Einkanal-Daten (oben links) ladsst sich der o-burst nicht
verlasslich erkennen. Erst nach rdumlicher Filterung lasst sich die gemittelte Reizant-
wort wiederholt auch in den Einzelreizantworten identifizieren (oben Mitte). Nach
Anwendung des zeitlichen Filters entsprechen die einzelnen Reizantworten im We-
sentlichen der gemittelten Reizantwort (oben rechts). Dieser visuelle Eindruck eines
zunehmenden SRV durch die Anwendung der rdumlichen und zeitlichen Filter wird
auch durch den Anstieg des errechneten SRV bestétigt. © Elsevier, Amsterdam. http://

www.sciencedirect.com/science/article/pii/51053811914008489

Diskussion

Die Analyse hochfrequenter EEG-Oszillationen (>400 Hz) ist von besonderem wissen-
schaftlichen und klinischen Interesse. Wahrend das im klinischen Bereich etablierte

niederfrequente EEG vorrangig durch postsynaptische Potentiale, d. h. neuronalen In-
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put, generiert wird [1], zeigen simultane mikroskopische Einzelreizableitungen und
makroskopische epidurale EEG-Ableitungen im Makaken, dass o-bursts ein Korrelat
kortikaler Summenaktionspotentiale, d. h. neuronalen Outputs, des somatosensorschen
Kortex darstellen [2, 3]. Neben diesen durch periphere Nervenstimulation evozierten
hochfrequenten Reizantworten des somatosensorischen Systems zeigen sich bei Epilep-
siepatienten auch iktuale und interiktuale hochfrequente Oszillationen (HFO), welche
einen moglichen neuer Biomarker fiir Epilepsien darstellen. So konnte gezeigt werden,
dass epilepsieassoziierte HFO ein im Vergleich zu interiktualen Spikes verlésslicher
Marker des Anfallsursprungsareals (,seizure onset zone”) sind, ihre Haufigkeit besser
mit der klinischen Anfallsfrequenz korreliert und sie ein Marker fiir das Therapiean-
sprechen auf Antikonvulsiva sind (Ubersicht iiber die Ergebnisse in [6]). Eine breite kli-
nische Anwendung in unselektierten Patientenpopulationen wird jedoch durch das
niedrige SRV unmoglich gemacht. So sind momentan invasive epidurale, subdurale
oder makroskopische Tiefenelektroden fiir verldssliche Ableitungen notwendig,
wodurch eine Ableitung epileptischer HFO nicht in einem unselektierten Patientenkli-
entel, sondern lediglich wiahrend des invasiven EEG-Monitorings zur Planung epilep-

siechirurgischer Eingriffen bei therapieresistenten Epilepsien moglich ist.

In dieser Arbeit wurden o-bursts (= 600 Hz) und x-bursts (= 1000 Hz), d. h. physiologi-
sche, durch Nervenstimulation evozierte hochfrequente Oszillationen des somatosenso-
rischen Systems als Paradigma zur Optimierung der Aufnahmetechnik sowie der off-
line-Analyse verwendet. Es wurde gezeigt, dass ein Grofiteils des in den hf-EEG-
Messungen vorhandenen Rauschens Verstarkerrauschen sowie thermisches Rauschen
an der Elektroden-Haut-Schnittstelle darstellt. Die Reduktion dieses technisch beding-
ten Rauschanteils durch optimierte Verstarkertechnologie und sogfiltige Elektroden-
praparation fithrt zu einer deutliche Reduktion des Rauschniveaus und ermoglicht

bzw. verbessert die Verlasslichkeit evozierter hf-EEG-Ableitungen.
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So war es erstmals moglich, k-bursts im nicht-invasiven Oberflachen-EEG zu charakte-
risieren. Hierbei konnten vom o-burst verschiedene raumliche Aktivitatsmuster als Zei-

chen differenter Generatoren nachgewiesen werden.

Fiir den o-burst ermdglichten diese technologischen und analytischen Fortschritte eine
Analyse auf der Einzelreizebene. Ublicherweise erfolgt zur Steigerung des SRV eine
Mittelung einer Vielzahl von Reizantworten (teils mehrere tausend), wobei eine exakt
identische Reizantwort auf jeden Stimulus angenommen wird und die einzelnen Reiz-
antworten fiir weitere Analysen nicht mehr zugangig sind. Die Reduktion technischen
Rauschens und Anwendung optimierter raumlicher und zeitlicher Filter ermoglicht
hingegen eine Beschreibung der Einzelreiz-Signaleigenschaften von o-bursts ohne In-
formationen iiber die Variabilitdt des Signals zu verlieren. So konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass der o-burst mit einem signifikant erfassbaren Anstieg der
Amplitude in den Einzelreizen assoziiert ist, wahrend die auf einem entgegengesetzten
Ergebnis beruhenden Schlussfolgerungen einer fritheren Arbeit [11] nicht mit den Er-
kenntnissen aus invasiven Ableitungen in Ubereinstimmung zu bringen waren. Das
erstellte statistische Modell zur Voraussage der o-burst-Amplitude in der Einzel-
reizantwort konnte diesen Widerspruch als Folge des unterschiedlichen SRV der inva-
siven und nicht-invasiven EEG-Ableitungen erklaren. SchliefSlich wurde ein Detektor
von o-bursts im hf-EEG entwickelt, welcher in Probanden mit hoher Signalamplitude
mit hoher Sensitivitat und Spezifitat arbeitet. In Probanden mit geringerer Amplitude
kann mittels des w-ELM-Wichtungsfaktors w zwischen den Anforderungen einer ho-
hen Sensitivitat und hohen Spezifitat skaliert werden. Die Quellcodes der verwendeten
Algorithmen wurden zudem unter einer freien Lizenz veroffentlicht, um eine einfache

Anwendung der Methoden durch Dritte zu ermoglichen.

Zusammengefasst ermoglichen die technischen und algorithmischen Fortschritte in der
Messung und Analyse des hf-EEG die Hinwendung zur Analyse von Einzelreizen.

Wahrend das geringe SRV zuvor eine Mittelung iiber eine Vielzahl von Reizantworten
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notwendig machte, kann mit den entwickelten Techniken auch die Variabilitat der
Reizantworten sowie deren Abhangigkeit von Stimulusparametern, Vigilanz und Ei-
genschaften des pra-Stimulus-EEG sowie die Folgen auf die Stimulusverarbeitung un-
tersucht werden. Erste bereits begonnene Studien untersuchen die Korrelation zwi-
schen hoch- und niedrigfrequenten SEP sowie eine mdgliche Kovariabilitat bi-

hemispharisch evozierter o-bursts.

Zudem konnte durch die Arbeit an o-bursts gezeigt werden, dass das nichtinvasive hf-
EEG auch ohne Mittelung iiber tausende Reizantworten zu analysieren ist. Dies eroffnet
die Moglichkeit mittels geeigneter Ableittechnik und offline-Analysen auch epileptische
iktuale und interiktuale HFO im nicht invasiven EEG zu beschreiben, wodurch HFO als
vorteilhafte diagnostische Marker von Epilepsien eine allgemeine Verwendung erlan-

gen konnten.
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