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Kapitel 1

Einleitung

Die wissenschaftliche Auseinandersetzung mit biologischen neuronalen Sys-

temen führt zwangsläufig zu der Fragestellung, wie es einem hochvernetz-

ten, zeitkontinuierlich-operierenden System wie dem Nervensystem ge-

lingt, Information geordnet zu verarbeiten. Bei der Beantwortung stehen

zwei Grundprobleme im Vordergrund:

Einmal der hohe Grad an synaptischer Vernetzung zwischen den Ner-

venzellen. Im Großhirn von Säugetieren schätzt man den durchschnittli-

chen Grad der Konvergenz, d.h. die Anzahl der präsynaptischen Neurone,

die auf eine Nervenzelle projezieren, auf rund 14000 Neurone (Benninghoff

et al., 1994). Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass eine Zelle oftmals

nur eine einzige Synapse am postsynaptischen Neuron ausbildet und die

Wirkung einer einzelnen Synapse meist nur einen geringen Einfluß auf die

Dynamik der postsynaptischen Zelle besitzt, stellt sich die Frage, wie eine

reliable Informationsverarbeitung zwischen Neuronen, d.h. die Übermitt-

lung von Information, überhaupt möglich sein kann?

Der zweite Schwerpunkt liegt in der Verarbeitung: Auf welche Art

und Weise kann Information in einem kontinuierlich operierenden Sys-

tem zeitlich geordnet verarbeitet werden? Konkret richtet sich die Frage

nach der Existenz eines ’Taktgeber’, der die zeitliche Abfolge neurona-

ler Ereignisse durch die Bereitstellung eines zeitlichen Rahmens erfassbar

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

macht. Letztgenannter Mechanismus stellt eine wichtige Verbindung zu

den zeitdiskret-operierenden künstlichen neuronalen Netze und ihren Re-

chenoperation her (Haykin, 1998).

Synchrone neuronale Oszillationen Eine mechanistische Lösungsmög-

lichkeit für beide genannten Fragen ist die temporäre Assoziation von Neu-

ronen zu synchron feuernden Zellgruppen.

So erhöht die rhythmische Synchronizität präsynaptischer Neurone im

Vergleich zu einem zeitlich dispergierten Feuern den Effekt auf die Dyna-

mik gemeinsamer postsynaptischer Neurone und assoziierter subzellulärer

Prozesse, wie der synaptischen Plastizität (Axmacher et al., 2006).

Desweiteren generieren Oszillationen einen zeitlichen Rahmen für die

Verarbeitung zeitkritischer Prozesse: Zum einen definiert die synchrone,

oszillatorische Ensembleaktivität von Nervenzellen eine Phase φ, die den

aktuellen Zeitpunkt innerhalb der Oszillationsperiode T angibt und als

zeitlicher Referenzwert für eine phasenbasierte Informationscodierung ge-

nutzt werden kann. So zeigen bspw. Ortszellen im Hippocampus eine zum

hippocampalen ϑ-Rhythmus phasenabhängige Feueraktivität (O’Keefe, 1993).

Zum anderen können als Folge einer präsynaptischen oszillierenden Popu-

lation von Nervenzellen in einem postsynaptischen Neuron Oszillationen

des Membranpotentials auftreten. Infolge der nun zeitlich variierenden Än-

näherung an die Schwelle zur Auslösung eines Aktionspotentials kann das

Feuerverhalten des Neurons ein kurzes Zeitintervall jeweils am Scheitel der

Oszillationen begrenzt werden, so dass das zeitkontinuierlich System qua-

si diskretisiert wird. Einen derartigen Mechanismus findet man bspw. im

olfactorischen System bei der Verarbeitung von Geruchsreizen (Laurent,

1996).

Vorkommen synchroner Oszillationen Neuronale Oszillationen sind in

den Nervensystemen verschiedenster Spezies ein ubiquitär zu beobachten-

des Phänomen, z.B. im Gehirn von Insekten (Wehr & Laurent, 1996), im
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visuellen System von Reptilien (Prechtl, 1994) und Vögeln (Neuenschwan-

der & Varela, 1993), in Fischen (Benda et al., 2006) und sind auch in den

meisten Regionen des Säugetierhirns zu finden (Kramis et al., 1975; Buz-

sáki & Draguhn, 2004).

Funktionen neuronaler Oszillationen Die funktionellen Hypothesen be-

züglich neuronaler Oszillationen sind so vielfältig wie ihr Auftreten und

spiegeln das gesamte Spektrum neuronaler Funktionsprozesse wider. Als

Auswahl sei hier ihre grundlegende Rolle bei der Koordination von Mo-

torfunktionen, bei der Gedächtnisbildung, sensorischen Integration und

in Aufmerksamkeitsprozessen genannt (Gray & Singer, 1989; Donoghue

et al., 1998; Fetz, 1997; O’Keefe & Recce, 1993). Außerdem vermutet man,

dass die transiente Synchronizität räumlich-verteilter Neuronenpopulatio-

nen den vom Individuum als subjektiven Gesamteindruck erlebten Zu-

sammenschluss unterschiedlicher Sinnesmodalitäten darstellt und damit

als das physiologische Korrelat für die Lösung des sog. Bindungs-Problems

fungieren könnte (Eckhorn et al., 1988; Gray & Singer, 1989; Singer, 1999).

Die funktionelle Diversität der neuronalen Oszillationen spiegelt sich

unmittelbar in ihrem breiten Frequenzspektrum wider, das sich im Säuge-

tierhirn über mehr als drei Größenordnungen erstreckt. Man unterscheidet

langsame Oszillationen im δ- (0.5-3 Hz) und ϑ- (3-8) Bereich, mittelschnel-

le Oszillationen im α- (7-13 Hz) und β-Bereich (13-30 Hz) und schließlich

die schnellen Oszillationen im γ-Bereich (30-90 Hz), denen im hohen Fre-

quenzbereich noch ultra-schnelle Oszillationen (90-200 Hz) folgen (Buzsáki

& Draguhn, 2004). Hochfrequente Oszillationen bleiben meist auf loka-

le Abschnitte begrenzt, während niederfrequente Oszillationen sich eher

über mehrere Hirnareale erstrecken können, wie bspw. der hippocampa-

le ϑ-Rhythmus. Die verschiedenen Rhythmen können zeitgleich in einer

Struktur bzw. innerhalb eines Systems auftreten (Bragin et al., 1995; Ste-

riade, 2001; Csicsvari et al., 2003).
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Entsprechend der funktionellen Bedeutung von Oszillationen lässt sich

bei vielen pathologischen Zuständen des Nervensystems eine Assoziation

mit anormalen Synchronisationsrhythmen nachweisen, etwa im Rahmen

einer Schizophrenie, Epilepsie, bei Autismus, Morbus Parkinson und einer

Alzheimer Symptomatik (Uhlhaas & Singer, 2006).

Die Entstehung von synchronen Oszillationen Das klassische Vorge-

hen bei dem Versuch, die Entstehung neuronaler Oszillationen zu verste-

hen, d.h. die verantwortlichen Zelltypen zu identifizieren, besteht darin,

beteiligte Regionen, Schichten oder ganze Subsysteme selektiv im Tierex-

periment in vivo zu zerstören und die Veränderung der Oszillationen zu

dokumentieren. Da prinzipiell eine synchrone Oszillation durch das Zu-

sammenspiel unterschiedlicher Zelltypen aus verschiedenen Subsystemen

aufgebaut werden kann, ist dieser Ansatz per se in seiner Aussagekraft

limitiert.

Aus diesem Grund wird in dieser Dissertation ein komplementärer

Ansatz vorgestellt, der, ausgehend von den mechanistischen, zellulären

Grundlagen einer Synchronisation, die Frage nach der Herkunft von Os-

zillationen zu beantworten versucht. Dabei bleibt die Analyse auf langsame

Oszillationen (<20 Hz) beschränkt. Im Gegensatz zu hochfrequenten Os-

zillationen, bei denen keine speziellen intrinsischen Eigenschaften von den

beteiligten Neuronen erforderlich sind, und das Zusammenspiel zwischen

der zeitlich variierenden Feuerschwelle und der schnellen Dynamik post-

synaptischer Potentiale die Synchronisation der Neurone induziert (Ger-

stner et al., 1996), müssen bei langsamen synchronen Oszillationen die

Neurone besondere zelluläre Merkmale aufweisen; vgl. Abschnitt 2.1.

Gelingt es, jene charakterisierenden Eigenschaften an einer Einzelzelle

zu identifizieren, dann ist dies ein wichtiger Hinweis auf die Herkunft der

zu messenden Oszillationen.

Aufbauend auf diesen besonderen zellulären Eigenschaften, wird im ers-
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ten Teil dieser Arbeit eine Synchronisationstheorie entwickelt. Die Theo-

rie erlaubt es, ausgehend von einem zellulären Kennwert (der Phasen-

Antwort-Kurve), vorauszusagen, ob das Neuron in einem ausgewählten

Frequenzbereich synchronisieren kann, welches Konnektivitätsregime hier-

zu notwendig ist und mit welcher quantitativen Genauigkeit die Synchro-

nisation aufrechterhalten werden kann. Letzteres gelingt durch die Ein-

beziehung der zufälligen, unter physiologischen Bedingungen auftreten-

den Membranpotentialfluktuationen, die einer Synchronisation entgegen-

wirken. Ziel ist es also, nur durch die Untersuchung einer Einzelzelle zu

entscheiden, ob ein Zelltyp, eingebettet in einem ausgewählten Konnek-

tivitätsregime, die Fähigkeit besitzt, aus einem zeitlich-unstrukturierten

synaptischen Eingang, langsame synchrone Oszillation zu generieren.

Nach ihrer Evaluierung mithilfe von in silico Netzwerksimulationen

Leitfähigkeits-basierter Neurone (Kapitel 2.3.1) findet die Theorie ihre

konkrete Anwendung in der Beantwortung der Frage, ob die Schicht-II-

Sternzelle des medialen entorhinalen Cortex (MEC) als ein Generator des

hippocampalen ϑ-Rhythmus fungieren kann (Abschnitt 2.3.2).

Der hippocampale ϑ-Rhythmus Der hippocampale ϑ-Rhythmus ist ein

Feldpotential, das in der hippocampalen Formation und seinen assoziier-

ten Strukturen, wie dem Subicularkomplex, der Amygdala, dem perirhina-

len und entorhinalen Cortex während lokomotorischer Aktivitäten und in

der REM-Traumphase zu messen ist. In extrazellulären Ableitungen ist

er gekennzeichnet durch eine großamplitudige (1-2 mV) Oszillation mit

einer Frequenz von 4-12 Hz. Aufgrund der geordneten, pallisadenartigen

Zellorientierung - im Sinne eines offenen Dipols - ist der Rhythmus am bes-

ten im Stratum lacunosum-moleculare der hippocampalen CA1 Region zu

detektieren. Vielfältige Funktionen werden ihm zugeschrieben; vgl. Buz-

sáki (2002). Im Wesentlichen vermutet man, dass der hippocampale ϑ-

Ryhthmus als zeitlicher Rahmen zur Gedächtnisbildung dient (Jensen &

Lisman, 1996; Melamed et al., 2004).
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Eine bis heute ungeklärte Frage ist die Genese des hippocampalen ϑ-

Rhythmus. Nach der klassischen Auffassung von Petsche et al. (1962) wird

der Komplex um das mediale Septum und das Diagonalband von Broca

(MS-DBB) als primärer Theta-Generator angesehen. Der MS-DBB ist re-

current mit dem Hippocampus verbunden, er enthält rhythmische, im ϑ-

Ryhthmus feuernde Zellen, deren Aktivität eng mit dem hippocampalen

ϑ-Rhythmus assoziiert ist. Dies stützt sich auf die Erkenntnisse, dass die

niederfrequente Stimulation des MS-DBB einen ϑ-Rhythmus im Hippo-

campus induziert, und ein Funktionsausfall des MS-DBB den septohippo-

campalen Rhythmus verschwinden lässt. Deshalb wird der MS-DBB von

einigen Autoren als der Generator für den hippocampalen ϑ-Rhythmus

angesehen.

Andererseits gehen einige Autoren davon aus, dass Anteile des hippo-

campalen ϑ-Rhythmus durch einen Feedback-Mechanismus zwischen Hip-

pocampus und entorhinalen Cortex aufgebaut werden. Im Mittelpunkt

dieser Überlegungen steht der mediale entorhinale Cortex (MEC) mit der

dort befindlichen Sternzelle, die als zusätzlicher ϑ-Generator angesehen

wird (Alonso & Llinás, 1989; Stewart et al., 1992; Alonso & Klink, 1993;

White et al., 1998; Hasselmo et al., 2000; Buzsáki, 2002; Acker et al., 2003;

Netoff et al., 2005). Ein wichtiger Grund hierfür sind die besonderen Re-

sonsanzeigenschaften der Sternzelle (Schreiber et al., 2004), die sich u.a.

in Form langsamer unterschwelliger Oszillationen ihres Membranpotentials

im ϑ-Bereich (≈ 10 Hz) äußern. Darüberhinaus emittiert eine Sternzell-

Population infolge einer erhöhten Muscarin-Rezeptoraktivierung, Cluster

von Aktionspotentialen im ϑ-Frequenzbereich, mit jeweils einem Spike pro

Zyklus und Zelle (Klink & Alonso, 1997). Ungeachtet dessen ist bis heute

unklar, ob die entorhinalen Sternzellen wirkliche Schrittmacher des Theta-

Rhythmus sind, oder ob die zu messenden Oszillationen nur durch die re-

sonanzbedingte Verstärkung des zeitlich-strukturierten Eingangs aus dem

MS-DBB entstehen.



7

Robuste Synchronisation als Funktion des Konnektivitätsregimes Zur

Beantwortung dieser Fragestellung wird die Synchronisationstheorie auf

die Sternzelle des MEC angewandt. Dabei lassen sich ausgewählten Ver-

knüpfungsregime identifizieren, innerhalb derer die Sternzelle die Fähig-

keit besitzt, synchrone ϑ-Oszillationen robust zu erzeugen.

Experimentelle Bestimmung der funktionellen Konnektivität

Zur Überprüfung der theoretisch postulierten Konnektivitätshypothesen

wird in Kapitel 3 die tatsächliche funktionelle Konnektivität der Sternzel-

le experimentell bestimmt. Zu diesem Zweck wird ein Photostimulations-

system entwickelt, das auf Basis der focalen photolytischen Aktivierung

eines Transmitters die Analyse der funktionellen Konnektivität einer ge-

patchten Nervenzelle ermöglicht (Abschnitt 3.1). Die Dokumentation der

Eigenschaften des Setups (Abschnitt 3.2), die Entwicklung einer geeig-

neten Methodik zur Analyse der gewonnenen Daten (Abschnitt 3.5) und

schließlich die Offenlegung der intralaminären Konnektivität der Schicht-

II-Sternzelle (Abschnitt 3.5.2) sind Gegenstand des zweiten Kapitels.

Die jedes Kapitel beschliessende Diskussion versucht, die gewonnenen

Erkenntnisse in den bisherigen Wissensstand einzuordnen. Eine abschlie-

ßende Diskussion zur Konnektivität und Funktion der Sternzelle findet

sich in Kapitel 4.
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Kapitel 2

Theorie zur Analyse von

ϑ-Oszillationen

2.1 Einleitung

Im ersten Teil der Arbeit wird ein theoretischer Ansatz zur quantitati-

ven Analyse der Synchronisationseigenschaften einer langsam (<10 Hz)

oszillierenden Nervenzelle vorgestellt.

Neben zellulären und synaptischen Parametern integriert die Theorie

die in vivo stets vorhandene synaptische Hintergrundaktivität, die in ei-

nem Neuron in Form zufälliger Membranpotentialfluktuationen auftritt

und eine stabile Synchronisation stört. Durch die Miteinbeziehung die-

ser wichtigen physiologischen Nebenbedingung gelingt es der Theorie, bis-

herige deterministische Ansätze zur quantitativen Beschreibung neurona-

ler Synchronisationen (Abschnitt 2.2.3) auf biologisch realistische Regime

auszuweiten.

Durch dieses Vorgehen bleibt die theoretische Vorhersage nicht auf die

Beantwortung der Frage beschränkt, ob eine Nervenzelle innerhalb eines

ausgesuchten Kopplungsregimes synchronisieren kann, sondern benennt

auch die Robustheit der Synchronisation in Anwesenheit perturbierenden

Rauschens unterschiedlicher Stärke. In Kombination mit experimentellen

9
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Ansätzen lassen sich hieraus wichtige Rückschlüsse und Hypothesen be-

züglich der Konnektivität und Funktion eines ausgesuchten Nervenzelltyps

treffen. Konkret kann die Frage beantworten werden, ob ein ausgesuchter

Zelltyp als Reaktion auf einen zeitlich-unstrukturierten, überschwelligen

synaptischen Eingang mit der Generierung von synchronen Oszillationen

reagieren kann.

Als Einstiegspunkt zur theoretischen Herleitung werden einleitend die

mechanistischen Grundlagen einer langsamen Synchronisation vorgestellt,

und aus diesen die Bedeutung von Phasen-Antwort-Kurven (PRC) als

zelluläre Kenngröße zur quantitativen Analyse von Synchronisationen her-

ausgearbeitet.

2.1.1 Die mechanistischen Grundlagen einer synchronen ϑ-Oszillation

Ähnlich vielfältig wie die Funktionen neuronaler Oszillationen sind ih-

re mechanistischen Grundlagen (Ritz & Sejnowski, 1997): So gilt für die

Synchronisation einer in einem sehr hohen Frequenzbereich (& 100 Hz)

feuernden Neuronenpopulation, dass diese hauptsächlich durch die anstei-

gende Flanke der eintreffenden exzitatorischen postsynaptischen Potentia-

le (EPSPs) vermittelt wird (Gerstner et al., 1996); sie ist damit weitest-

gehend unabhängig von den instrinsischen Eigenschaften der beteiligten

Neuronen. In ähnlicher Weise kann die Genese von γ-Oszillationen (30−50

Hz) durch die Kinetik inhibitorischer synaptischer Potentiale erfolgreich

erklärt werden (Traub et al., 1996).

Aufgrund der Tatsache, dass postsynaptische Potentiale für gewöhn-

lich schneller als in 100 ms abfallen, kann die synaptische Kinetik im

Falle von Oszillationen, die langsamer als 10 Hz sind, wie z.B. dem ϑ-

Rhythmus, nicht zur Erklärung herangezogen werden. Bei derart niedrigen

Frequenzen müssen die Einzelneurone einer synchron-feuernden Zellpopu-

lation eine bestimmte intrinsische Eigenschaft aufweisen: Jedes Neuron,

dass früher (später) als der Durchschnitt der Neurone feuert, muss die
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Fähigkeit besitzen, als Reaktion auf die eintreffenden postsynaptischen

Potentiale (PSPs), die Generierung seines nächsten Aktionspotentials zu

verzögern (beschleunigen). Dabei übermitteln die eintreffenden PSPs dem

Einzelneuron die Information, in welcher zeitlicher Beziehung sein eige-

ner Feuerzeitpunkt zum durchschnittlichen Feuerzeitpunkt aller Neurone,

der Netzwerkphase, steht. Die zeitliche Adjustierung des Feuerzeitpunktes

als Funktion der Abweichung von der Netzwerkphase - auf ein zu frühes

Feuern folgt eine Verzögerung des nächsten Spikes et vice versa - lässt das

Einzelneuron im nächsten Feuerzyklus näher an die Netzwerkphase heran-

rücken, was, bezogen auf alle Neurone, zu ihrer schrittweisen Synchronisa-

tion führt. Demnach basiert die Fähigkeit zur neuronalen Synchronisation

im niedrigen Frequenzbereich auf einer zellulären Eigenschaft und ist pri-

mär unabhängig von Art und Verlauf der synaptischen Kopplung.

Membrankanäle als zellulärer Mechanismus zur synchronisationsför-

dernden Phasenkorrektur des Feuerzeitpunktes

Als biophysikalisches Äquivalent eines Phasenkorrektors, der das zeitliche

’Heranziehen’ des Einzelneurons an die Netzwerkphase realisiert, kann ei-

ne spezielle Gruppe von Membrankanälen identifiziert werden. Die Känale

zeichnen sich dadurch aus zum einen Änderungen des Ruhemembranpo-

tentials aktiv entgegenwirken und zum anderen eine wesentlich langsa-

mere Dynamik als schnelle Kanäle besitzen, so dass ihre Wirkung erst

verzögert einsetzt (Hutcheon & Yarom, 2000; Schreiber et al., 2004). Erst-

genannte Eigenschaft umfasst u.a. jene Kanäle, deren Umkehrpotential

am Fußpunkt ihrer Aktivierungsfunktion zu liegen kommt. Die wichtigs-

ten Vertreter dieser Gruppe sind langsame, muscarinerge Kalium-Kanäle

(M-Kanäle) und der H-Strom, an dem der Prozess des Entstehens einer

langsamen Synchronisation exemplarisch erklärt wird.
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Der H-Strom Ein Kanal, der die oben geforderte Eigenschaften besitzt,

ist der H-Strom, IH , ein Kationen-getragener Einwärtsstrom, der seinem

Namen der Besonderheit verdankt, dass er durch die zunehmende Hy-

perpolarisation der Zelle aktiviert wird (Pape, 1996). Der H-Strom Ih ist

hochselektiv für Na+- und K+-Ionen mit einem Leitfähigkeitsverhältnis

von PNa/PK=0.2-0.4 (Edman et al., 1987). Demnach besitzt er ein Um-

kehrpotential, das oberhalb des Ruhemembranpotentials zwischen -50 und

-20 mV und, wie in Abbildung 2.1a gezeigt, am Fußpunkt seiner Aktivie-

rungsfunktion liegt. Seine maximale Leitfähigkeit entwickelt der Kanal bei

rund -110 mV (Pape, 1996). Aufgrund dieser Eigenschaften wirkt der Ka-

nal einer de- bzw. hyperpolarisierenden Auslenkung des Ruhemembran-

potentials mit einer ab- bzw. zunehmenden Leitfähigkeit entgegen.

Biophysik des H-Stroms Die Bedeutung des Ih-Stroms für die Synchro-

nisationseigenschaften eines Neurons wird offensichtlich, wenn man das

Feuerverhalten eines tonisch-feuernden Neurons, das mit den Standard-

kanälen Na-, Kdr-, L- und NaP -Kanälen ausgestattet ist, mit dem eines

Neurons vergleicht, das zusätzlich über einen Ih-Strom verfügt:

Im Zuge der Repolarisationsphase des Aktionspotentials kommt es im

Ih-tragenden Neuron zu einer verzögert einsetzenden Reaktivierung des Ih-

Stroms, dessen depolarisierende Wirkung (Umkehrpotential -50 mV und

-20 mV) die Membrantrajektorie näher an die Feuerschwelle anhebt (De-

polarisations-Sag) und damit im tonisch-feuernden Neuron die Auslösung

des nachfolgenden AP begünstigt. Hieran lässt sich das Ih-tragende Neu-

ron von dem Ih-freien Neuron unterscheiden, dem ein solcher Effekt fehlt.

Appliziert man nun in einem kritischen Zeitintervall nach AP-Generier-

ung einen depolarisierenden Stimulus (grün-gestrichelte Linie in Figur 2.1b),

dann führt dies sowohl im Ih-freien als auch im Ih-tragenden Neuron zu ei-

nem kurzzeitigen Eingriff in das dynamische Gleichgewicht des Membran-

potentials zugunsten der Depolarisation. Im Ih-freien Neuron resultiert

dies, wie in Abbildung 2.1c gezeigt, in einer beschleunigten Depolarisation



2.1. EINLEITUNG 13

−100−50 0
0

0.25

0.5

0.75

1

Membrane potential [mV]

A
ct

iv
at

io
n

−80

−40

0

40

M
em

br
an

e
po

te
nt

ia
l [

m
V

]

Neuron with I
h
−current

0 20 40 60 80 100
0
0.02
0.04
0.06

Time t [ms]

−80

−40

0

40

Neuron without I
h
−current

0 20 40 60 80 100
0
0.02
0.04
0.06

Time t [ms]

I h −
 A

ct
iv

at
io

n

A B

Abbildung 2.1: Die Biophysik des H-Stroms. (A) Aktivierung des H-Stroms als Funk-
tion des Membranpotentials. Der Kanal wird mit zunehmender Hyperpolarisation ak-
tiviert und entwickelt seine maximale Leitfähigkeit bei rund -110 mV (Pape, 1996).
Das Umkehrpotential wird von Na+- und K+-Ionen getragen und liegt oberhalb des
Ruhemembranpotentials, am Fußpunkt der Aktivierungsfunktion, bei -20 mV (Stern).
Der H-Strom wirkt einer de- bzw. hyperpolarisierenden Auslenkung des Ruhemem-
branpotentials mit einer ab- bzw. zunehmenden Leitfähigkeit entgegen. (B) Effekt ei-
nes perturbierenden Stimulus auf die Dynamik eines tonisch-feuernden Neurons mit
Ih-Strom (links) und ohne Ih-Strom (rechts). Dargestellt sind das Membranpotential
(blaue Linie) und die Aktivierung des H-Stroms (rote Linie); der unperturbierte Ablauf
ist mit soliden Linien, der perturbierte mit gestrichelten Linien dargestellt. Beide Neu-
rone werden durch einen konstanten DC (grüne Linie) angetrieben und feuern mit einer
Rate von 14 Hz. Appliziert man in einem kritischen Zeitintervall nach AP-Generierung
einen depolarisierenden Stimulus (grün-gestrichelte Linie), dann führt dieser in beiden
Neuronen zu einem kurzzeitigen Eingriff in das dynamische Gleichgewicht des Mem-
branpotentials zugunsten der Depolarisation. Im Ih-freien Neuron resultiert dies in
einer beschleunigten Depolarisation und der vorgezogenen Generierung des nachfol-
genden APs (rechts, blau-gestrichelte Linie). Im Ih-tragenden Neuron kommt es in-
folge des geringfügig in Richtung Depolarisation verschobenen Membranpotentials zu
einer verzögerten und abgemilderten Aktivierung des Ih-Stroms, in dessen Folge die
Ih-getragene Depolarisationsphase schwächer ausgebildet ist. Unmittelbar ersichtlich
wird dieser Effekt anhand des nun - trotz eines applizierten Einwärtsstroms - zeitlich
verzögert auftretenden APs (links, blau-gestrichelte Linie).

und der vorgezogenen Generierung des nachfolgenden APs. Eine hierzu

gegensätzliche Wirkung findet sich im Ih-tragenden Neuron. Infolge des

geringfügig in Richtung Depolarisation verschobenen Membranpotentials

kommt es zu einer verzögerten und abgemilderten Aktivierung des Ih-

Stroms, in dessen Folge die Ih-getragene Depolarisationsphase schwächer

ausgebildet ist. Unmittelbar ersichtlich wird dieser Effekt anhand des nun

- trotz eines applizierten Einwärtsstroms - zeitlich verzögert auftretenden

APs; vgl. Abbildung 2.1b.
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Appliziert man jedoch den depolarisierenden Stimulus nach Abschluß

eines kritischen Zeitintervalls nach AP-Generierung, so führt dies auch im

Ih-tragenden Neuron zu einer vorgezogenen Auslösung des nachfolgenden

APs.

Zusammenfassend gilt, dass ein depolarisierender Stimulus in der Ih-

freien Zelle stets zur vorgezogenen Emittierung des APs führt, im Ih-

tragenden Neuron jedoch sowohl eine Beschleunigung als auch eine Ver-

zögerung des nachfolgenden APs bewirken kann. Entscheidend hierfür ist

der Zeitpunkt der Stimulusapplikation relativ zum Interspike-Intervall, zur

Phase des tonisch-feuernden Neurons.

Typ-I- und Typ-II-Neurone Man klassifiziert Neurone mit den Eigen-

schaften der hier beschriebenen Ih-freien Zelle als Typ-I-Neurone (Inte-

gratoren), Zellen, die das Verhalten des Ih-tragenden Neuron zeigen, als

Typ-II-Neurone (Resonatoren). Bei letztgenannten Neuronen hängt die

Richtung der Phasenkorrektur nicht nur von der Polarität des Stimulus,

sondern auch von dessen Phase ab.

Die Beziehung zur Synchronisationsfähigkeit des Neurons lässt sich nun

leicht herstellen, indem man annimmt, dass der depolarisierende Stimulus

von der synchronen Aktivität einer Neuronenpopulation in Form eines

Summen-PSPs herrührt. Offensichtlich besitzt eine Ih-tragende, tonisch-

feuernde Zelle die Fähigkeit, eintreffende Summen-PSPs in Relation zum

eigenen Interspike-Intervall (Phase) zu setzen und daran die Generierung

des nachfolgenden Spikes zeitlich anzupassen.

Um zu untersuchen, ob diese primär phasendetektierende Eigenschaft

der Zelle ausreicht, die Phase der Zelle wie oben gefordert auch korrekt

an die Netzwerkphase heranzuziehen, wird der phasenverschiebene Effekt

mithilfe von sog. Phasen-Antwort-Kurven systematisiert.
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2.1.2 Phasen-Antwort-Kurven und ihre Bedeutung für die Syn-

chronisation

Zur systematischen Erfassung des phasenverschiebenenden Effekts, den ein

Störstimulus auf die Phase eines tonisch-feuernden Neurons besitzt, ap-

pliziert man den Störstimulus zu unterschiedlichen Phasen der Zelle und

misst die zeitliche Deviation von der unperturbierten Periode. Die resul-

tierende Kurve heißt Phasen-Antwort-Kurve (PRC von Phase-Response-

Curve) und definiert die Phasenverschiebung Φ (in Prozent der unpertur-

bierten Periode) eines Oszillators als Funktion der Phase ϕ eines appli-

zierten Stimulus.

Per Definition beschreiben positive Werte von Φ eine Reduktion der

Periodendauer (Phasenvorschub), während negative Werte eine Verlän-

gerung der Periodendauer (Phasenverzögerung) kennzeichnen. Abhängig

von der Polarität des Stimulus sind Typ-I Neurone, wie das Ih-freie Neu-

ron, durch eine strikt positive oder negative PRCs gekennzeichnet, wo-

hingegen die PRCs von Typ-II Neuronen, wie dem Ih-tragenden Neuron,

partiell positive und negative Anteile tragen; vgl. Abbildung 2.2a und b.

Entsprechend klassifiziert man die zugehörigen Phasen-Antwort-Kurven

mit Typ-I- resp. Typ-II-PRC (Ermentrout, 1996; Rinzel & Ermentrout,

1998). Prinzipiell sind Phasen-Antwort-Kurven für jede Feuerfrequenz ei-

nes tonisch-feuernden Neurons messbar. Da mit zunehmender Feuerrate

die Depolarisation schneller voranschreitet, in dessen Folge das o.g. kri-

tische Zeitintervall zunehmend schmaler wird, um schließlich gänzlich zu

verschwinden, tritt i.d.R. für hohe Feuerrate eine Konversion des Typ-II-

Verhaltens in ein Typ-I-Verhalten auf.

Die Relevanz der PRC eines Neurons für dessen Synchronisationsfähig-

keit wird unmittelbar ersichtlich, wenn man die zeitliche Entwicklung der

Phasen-Abweichung τ eines einzelnen Neurons verfolgt, das außerhalb der

Phase eines perfekt synchronisierten oszillatorischen Netzwerkes feuert.

Hierzu nimmt man an, dass alle beteiligten Neurone die gleiche PRC Φ
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Abbildung 2.2: Phasen-Antwort-Kurven (PRCs) und ihre Bedeutung für die Syn-
chronisation. (A, B) Phasen-Antwort-Kurven definieren die Phasenverschiebung Φ (in
Prozent der unperturbierten Periode) eines Oszillators als Funktion der Phase ϕ eines
applizierten Stimulus. Per Definition beschreiben positive Werte von Φ eine Reduktion
der Periodendauer (Phasenvorschub), während negative Werte eine Verlängerung der
Periodendauer (Phasenverzögerung) kennzeichnen. Typ-I Oszillatoren (Neurone) sind
durch ihre strikt positive oder negative PRCs gekennzeichnet, wohingegen die PRCs von
Typ-II Oszillatoren (Neuronen) partiell positiv und negativ sind. (C) Zeitliche Entwick-
lung der Phasen-Abweichung τ eines einzelnen Typ-I-Neurons, das außerhalb der Phase
eines perfekt synchronisierten oszillatorischen Netzwerkes feuert. Alle Neurone besitzen
die gleiche PRC Φ und sind über einen konstanten, biophysikalisch plausiblen interneu-
ronalen Transmissionsdelay ∆ miteinander verbunden. Die Netzwerkaktivität agiert in
jedem Zeitschritt t als perturbierender Stimulus und verschiebt die um τt abweichende
Phase des Einzelneurons um φ(∆ − τt) und die Phase der synchronisierten Neurone
konstant um φ(∆). Die perturbierende Wirkung des Einzelneurons wird vernachläs-
sigt. Feuert das Einzelneuron im Zeitschritt t später als die Netzwerkphase (τt > 0),
wird diese Verspätung, da φ(∆ − τt)<φ(∆), im nächsten Zeitschritt t + 1 anwachsen.
Feuert das Einzelneuron im Zeitschritt t früher als die Netzwerkphase (τ ′

t < 0), dann
wird es im Zeitschritt t + 1, da φ(∆ − τ ′

t)>φ(∆), noch früher feuern. In beiden Fällen
wird das Einzelneuron von der Netzwerkphase ’weggedrückt’, eine Synchronisation ist
ausgeschlossen, was anhand des korrespondierenden Spike-Rasterplots einer Population
von 500 Typ-I-Neuronen (E) verdeutlich wird. (D) Die gleichen geometrischen Überle-
gungen führen bei einem Typ-II-Neuron zu einem gegensätzlichen Ergebnis: Hier wird
das abweichende Neuron konsekutiv in die Netzwerkphase hineingezogen, eine synchro-
ne Aktivität wird möglich (F). Die resultierende Netzwerkperiode ist dabei gegenüber
der Periode T des ungekoppelten Einzelneurons um −φ(∆) · T verlängert.
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besitzen und über einen konstanten, biophysikalisch plausiblen interneuro-

nalen Transmissionsdelay ∆ miteinander verbunden sind. Der Transmissi-

onsdelay repräsentiert jene zeitliche Verzögerung, die von der präsynapti-

schen Generierung des AP bis zur Auslösung des postsynaptischen Signals

vergeht (rund 2-5 ms).

Weiter nimmt man an, dass die Netzwerkaktivität in jedem diskreten

Zeitschritt t, einmal die um τt abweichende Phase des Einzelneurons um

φ(∆− τt), und zum anderen die Phase der synchronisierten Neurone kon-

stant um φ(∆) verschiebt. Vereinfachend wird die perturbierende Wirkung

des Einzelneurons auf die Netzwerkphase vernachlässigt.

Der erste Fall behandelt ein Neuron mit einer Typ-I-PRC und ist in Ab-

bildung 2.2c dargestellt: Feuert das Einzelneuron im Zeitschritt t später als

die Netzwerkphase (τt > 0), wird diese Verspätung, da φ(∆ − τt)<φ(∆),

im nächsten Zeitschritt t + 1 weiter anwachsen (τt+1 > τt). Feuert das

Einzelneuron im Zeitschritt t früher als die Netzwerkphase (τ ′
t < 0), so

wird das Neuron im Zeitschritt t + 1, da φ(∆ − τ ′
t)>φ(∆), noch frü-

her feuern (τ ′
t+1 < τ ′

t). In beiden Fällen wird demnach das Neuron von

der Netzwerkphase ’weggedrückt’, eine Synchronisation ist ausgeschlossen,

was anhand des korrespondierenden Spike-Rasterplots der Typ-I-Neurone

in Abbildung 2.2e verdeutlich wird. Ähnliche geometrische Überlegungen

führen bei einem Typ-II-Neuron zu einem gegensätzlichen Ergebnis (Ab-

bildung 2.2d):

Hier wird das zeitlich abweichende Neuron konsekutiv in die Netzwerk-

phase hineingezogen, so dass ein synchrones Feuern aller Typ-II-Neurone,

wie in Abbildung 2.2f dargestellt, möglich wird. Das durch einen zeitlich-

unstrukturierten Stimulus angetriebene Typ-II-Neuron besitzt die Fähig-

keit, im Kollektiv eine synchrone Oszillationen aufzubauen. Die resultie-

rende Netzwerkperiode ist dabei gegenüber der Periode T des ungekop-

pelten Einzelneurons um −φ(∆) · T verlängert. Demnach reduzieren die

oszillierenden Neurone im synchronen Zustand ihre Feuerrate.
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In diesem Abschnitt wurde aufgezeigt, dass Neurone spezielle zelluläre

Eigenschaften besitzen müssen, um eine stabile neuronale Synchronisation

im niedrigen Frequenzbereich generieren zu können. Insbesondere müssen

Neurone die Fähigkeit besitzen, ihre Feuerzeitpunkte als Funktion der syn-

aptischen PSPs an die Netzwerkphase heranzuführen. Realisiert wird eine

derartige zelluläre Phasenkorrektur über besondere Membrankanäle, deren

phasenverschiebender Effekt auf den Feuerzeitpunkt des Neurons mithilfe

der Phasen-Antwort-Kurve quantitativ beschreibbar ist.

2.1.3 Weiterentwicklung bestehender Theorien

Bisherige quantitative Ansätze zur Generierung von ϑ-Oszillationen

Theoretische Analysen zur langsamen Synchronisation von Neuronen ba-

sieren auf der aus der Mathematik bekannten Phasen-Antwort-Theorie (vgl.

Kopell & Ermentrout, 2002; Goel & Ermentrout, 2002), die auf der Phasen-

Antwort-Kurve des jeweiligen rhythmisch feuernden Neurons, des neuro-

nalen Oszillators, basiert; vgl. Kapitel 2.2.3.

Obwohl Phasen-Antwort-Kurven einen rein zellulären Parameter dar-

stellen, sind sie ausreichend, um das kollektive Verhalten einer Population

von gekoppelten Oszillatoren - ohne genaue Kenntnis um die physikali-

sche Basis der Oszillation - zu beschreiben. Die Phasen-Antwort-Theorie

in ihrer klassischer Form ist jedoch auf rauschfreie Regime beschränkt,

in denen die neuronalen Oszillatoren durch einen konstanten Gleichstrom

(DC) angetrieben werden. Dies schränkt die Aussagekraft der Methode

insofern erheblich ein, als dass Neurone in vivo von einer irregulären syn-

aptischen Aktivität angetrieben werden. Man nimmt an, dass diese synap-

tischen Potentiale die Hauptquelle der zufälligen Membranpotentialfluk-

tuationen in Nervenzellen sind (White et al., 2000). Folglich bewirkt die

synaptische Kopplung zwischen den Zellen sowohl ihre Synchronisation via

postsynaptischer Potentiale als auch die Störung selbiger durch die Gene-
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rierung irregulärer Membranpotentialfluktuationen. Ein mathematischer

Ansatz, der diese physiologische Besonderheit mitberücksichtigt und das

Membranrauschen inkorporiert, erscheint demnach zum Abschätzen der

tatsächlichen Robustheit einer neuronalen in vivo Synchronisation geeig-

neter.

Ein möglicher Ansatz perturbierendes Rauschen in die Theorie gekop-

pelter Oszillatoren zu integrieren, stammt von Sakaguchi (1998); Stro-

gatz & Mirollo (1991); Bonilla et al. (1992). In diesem linearisieren die

Autoren die Fokker-Planck-Gleichung zur Phasenverteilung der Feuerzeit-

punkte um den Zustand des asynchronen Feuerns. Dies ermöglicht sowohl

die Herleitung von Stabilitätskriterien für die kollektiven Oszillationen als

auch eine Schätzung des zu erwartenden Spike-Jitters im Grenzfall einer

nur schwachen Synchronisation.

Im Falle von stark-synchronen Oszillationen kann die nichtlineare Fokker-

Planck-Gleichung explizit für einige spezielle Phasen-Oszillatoren gelöst

werden (z.B. Acebrón & Spigler, 1998). Jedoch gelingt die Darstellung

der steady-state Lösungen der Fokker-Planck-Gleichung für beliebige Os-

zillatoren nur in Form impliziter Integralgleichungen (Acebrón & Bonilla,

1998; Bonilla et al., 2000).

Die Generierung von ϑ-Oszillationen unter dem Einfluß von Rauschen

In der hier vorliegenden Arbeit wird eine einfachere Strategie als Lösung

vorgeschlagen. Konkret wird die klassische Phasen-Antwort-Theorie um

rauschbehaftete Regime derart erweitert, dass die zeitliche Entwicklung

des Spike-Jitters - unter der Annahme einer Gauss-verteilten Phasen-

Verteilung der Feuerzeitpunkten - berechnet wird (Abschnitt 2.2.4). Der

entwickelte Ansatz ermöglicht eine Schätzung der Größe des resultierenden

Spike-Jitters als Funktion des Rauschlevels und liefert damit eine quan-

titative Schätzung der Robustheit einer Synchronisation in Abhängigkeit

des jeweiligen Rauschlevels. Diese Methode bleibt jedoch auf die Analyse
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von schwach-gekoppelten Regimen mit einem stationären Membranrau-

schen beschränkt (s. Diskussion in Abschnitt 2.4). Es ist jedoch bekannt,

dass für Neurone, die im ϑ-Frequenzspektrum oszillieren, schwache syn-

aptische Verbindungen zur Induktion einer Synchronisation ausreichend

sind (Buzsáki, 2002). Diese inherente Eigenschaft oszillierender Neurone

ist die Grundlage der Synchronisation von räumlich weit entfernt liegenden

und schwach miteinander gekoppelten neuronalen Populationen.

Übersicht Initial wird die Grundidee der Theorie anhand einer Compu-

tersimulation eines exzitatorisch-verknüpften neuronalen Netzwerkes ver-

anschaulicht (Abschnitt 2.2.1). Nach der mathematischen Herleitung der

Theorie in Abschnitt 2.2.4 werden die theoretischen Vorhersagen für un-

terschiedliche Oszillatortypen und verschiedene Konnektivitätsregime un-

ter Zuhilfenahme numerischer Simulationen in Abschnitt 2.3.1 evaluiert.

Zwei Kriterien werden zur Validierung der Vorhersage eingeführt; vgl.

Abschnitt 2.2.5. Ihre Anwendung findet die Theorie schließlich in Ab-

schnitt 2.3.2, wo sie dazu genutzt wird, Aussagen über die Synchronisa-

tionsfähigkeit der Sternzelle des medialen entorhinalen Cortex innerhalb

verschiedener Konnektivitätsregime zu treffen.

Konkret soll die Hypothese überprüft werden, ob Sternzellen als ei-

ner der Generatoren des hippocampalen ϑ-Rhythmus fungieren können

(Alonso & Llinás, 1989; Stewart et al., 1992; Alonso & Klink, 1993; Whi-

te et al., 1998; Hasselmo et al., 2000; Buzsáki, 2002; Acker et al., 2003;

Netoff et al., 2005). Diese These basiert im wesentlichen auf der Beobach-

tung, dass Sternzellen unterschwellige, langsame Membranoszillationen im

ϑ-Frequenzbereich zeigen und bei erhöhten Muscarin-Konzentrationen in

der Lage sind, Spike-Cluster im ϑ-Frequenzbereich, mit einem Spike pro

Zyklus, zu erzeugen (Klink & Alonso, 1997).

Aufgrund der Tatsache, dass die intrinsischen Oszillationsperioden re-

lativ lang (70-140 ms) im Vergleich zur Kinetik eines möglichen synapti-

schen Kopplungsregime (5-20 ms) sind, ist anzunehmen, dass das pertur-
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bierende Rauschen eine besonders große Wirkung auf die neuronale Dyna-

mik entfaltet. Basierend auf in vitro gemessenen Phasen-Antwort-Kurve

der Sternzelle, ermittelt die Theorie sowohl die Stabilität als auch die Ro-

bustheit der oszillatorischen Zustände in einem Sternzell-Netzwerk. Beide

Größen werden in Abhängigkeit von der Polarität und des Zeitverlaufs der

synaptischen Kopplung untersucht.

2.2 Methoden

2.2.1 Synchronisation von neuronalen Oszillatoren

An dieser Stelle wird die Grundidee der Theorie am Beispiel einer Computer-

Simulation eines exzitatorisch-gekoppelten Netzwerks aus entorhinalen Stern-

zellen aufgezeigt. Das verwendete Neuronen-Modell wurde von Acker et al.

(2003) vorgeschlagen und ist im Appendix A detailliert spezifiziert. Die

dokumentierten Ergebnisse entstammen einer Population aus 500 gleich-

artigen neuronalen Oszillatoren, die untereinander vollständig, synaptisch-

schwach gekoppelt sind und die von einem identischen, konstanten Strom

angetrieben werden. Jedes Neuron ist zusätzlich einem konstanten Rau-

schen ausgesetzt, dessen Pegel für alle Neurone gleich groß ist. Unter Rau-

schen versteht man i.A. einen Störstimulus mit einem breiten und unspe-

zifischen Frequenzspektrum. Es soll all jene stochastischen Fluktuationen

des Membranpotentials imitieren, die durch den randomisierten synapti-

schen Feed-Forward Eingang (Köhler, 1986) und das inherente Kanalrau-

schen (White et al., 2000) der Zelle hervorgerufen werden.

Aufgrund der schwachen synaptischen Kopplung werden die Oszillati-

onsperioden im Vergleich zur unperturbierten Oszillation nur geringfügig

variiert, was dazu führt, dass alle Neurone jeweils einmal pro Zyklus einen

Spike emittieren. In einem solchen Regime ist es möglich, die Dynamik

der Synchronisation durch die Konstruktion der Verteilung der Feuerzei-

ten in jedem Zyklus diskret zu quantisieren; vgl. Abbildung 2.3A. Die
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zeitliche Entwicklung dieser Verteilung definiert eine Abfolge von Spike-

Jittern σ
(n)
τ in Form der Standardabweichung der jeweiligen Verteilung,

indiziert durch einen diskreten Zeitindex n. Der Spike-Jitter fungiert als

Maß für den Grad der Asynchronie in dem betreffenden Zeitschritt (Gut-

kin et al., 2003). Vereinbarungsgemäß wird der Spike-Jitter relativ zur

unperturbierten Periode angegeben.

In Abbildung 2.3B sind verschiedene Beispiele der zeitlichen Entwick-

lung des Spike-Jitters σ
(n)
τ für unterschiedliche Rauschpegel dargestellt.

Der Graph offenbart zwei charakteristische Eigenschaften, die stellvertre-

tend für viele untersuchte Regime stehen: Erstens, für ausreichend kleine

Rauschpegel konvergiert die initial vollständig desynchronisierte Popula-

tion asymptotisch auf einen bestimmten Synchronitätsgrad (z.B. die ho-

rizontale gestrichelte Linie in Abbildung 2.3B). Überschreitet jedoch der

Rauschpegel einen bestimmten Wert, dann bleibt die Population vollstän-

dig desynchronisiert und die Trajektorie fluktuiert um den Startwert her-

um. Zweitens, der Spike-Jitter am Punkt der Konvergenz σ
(∞)
τ = limn→∞ σ

(n)
τ

ist eine ansteigende Funktion des Rauschpegels. Der Punkt der Konver-

genz σ
(∞)
τ repräsentiert den maximalen Grad der Synchronität, den eine

Population von Neuronen unter dem Einfluß des gewählten Rauschpegels

bestensfalls aufbauen kann.

Abbildung 2.3C illustriert exemplarisch, wie der Punkt der Konvergenz

σ
(∞)
τ von dem gewählten Rauschlevel abhängt. Besitzt der Oszillator die

Fähigkeit zu synchronisieren, dann ist der resultierende Graph typischer-

weise dreigeteilt: In Abwesenheit von Rauschen synchronisiert die Popula-

tion perfekt. Bei geringen Rauschleveln ist die Relation zwischen Rausch-

pegel und Spike-Jitter annähernd linear. Je flacher der Graph innerhalb

dieser Region ist, um so besser kann das Neuron synchronisieren. Mit an-

steigenden Rauschpegeln erreicht der Spitter-Jitter σ
(∞)
τ eine Übergangs-

region (zwischen den vertikalen gestrichelten Linien in Abbildung 2.3C),

in der die Population sehr schnell die Fähigkeit zur Synchronisation ver-
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Abbildung 2.3: Dynamische Synchronisation unter dem Einfluß von Rauschen. (A)
Im oberen Bildausschnitt sind die Feuerzeitpunkte einer Population von 500 Sternzel-
len aus einem beliebigen Zeitschritt dargestellt. In einem schwachen Kopplungsregime
setzt man voraus, dass jeder neuronale Oszillator pro Zeitschritt genau einmal feuert.
Die quantitative Erfassung der Asynchronie der Feuerzeitpunkte in einem Zeitschritt
geschieht über die Standardabweichung (Spike-Jitter) σ

(n)
τ der Spike-Count-Verteilung

(s. unteres Bild). Der Spike-Jitter wird in Einheiten der unperturbierten Periode gemes-
sen. (B) Die zeitliche Entwicklung des Spike-Jitters ist für unterschiedliche Rauschlevel
gezeigt (Symbole). Nach einer initialen Randomisierung wird das Rauschlevel auf einen
konstanten Wert gesetzt (vertikale gestrichelte Linie), in dessen Folge der Spike-Jitter
asymptotisch auf einen Grad der Desynchronisation σ

(∞)
τ konvergiert. (C) Der Punkt

der Konvergenz σ
(∞)
τ ist eine ansteigende Funktion des Rauschlevels ση. Typischerweise

zeigt sich der Graph von σ
(∞)
τ (ση) dreigeteilt: Bei niedrigen Rauschleveln präsentiert

sich der steady-state Jitter als nahezu lineare Funktion des Rauschlevels. Bei höhe-
ren Rauschleveln verliert die Population zunehmend die Fähigkeit zur Synchronisation
(Übergangsregion; zwischen beiden gestrichelten Linien), um für sehr hohe Rauschlevel
vollständig zu desynchronisieren.
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liert. Schließlich, für sehr hohe Rauschpegel, bleibt σ
(∞)
τ unverändert zum

Startwert: die Population ist voll desynchronisiert.

Das Ziel der folgenden Abschnitte ist es, einen theoretischen Ansatz

herzuleiten, der die zeitliche Entwicklung der Synchronisation, wie in Ab-

bildung 2.3B dargestellt, mathematisch beschreibt. Da die Synchronisation

als diskreter dynamischer Prozess behandelt werden kann, besteht die ers-

te Idee darin, die Theorie der iterierten Abbildungen (siehe z.B. Collet &

Eckmann (1980)) auf die Abfolge der Varianzen vn = (σ
(n)
τ )2 anzuwenden.

Die Konvergenzpunkte entsprechen dann den stabilen Fixpunkten v∗ der

iterierten Abbildung vn+1 = F (vn). Einige Eigenschaften dieser Fixpunkte

können bereits aus der Abbildung 2.3B abgelesen werden. Da die Konver-

genz nicht-oszillatorisch ist, wird die Steigung der Abbildung F an einem

stabilen Fixpunkt Werte zwischen null und eins annehmen. Darüberhin-

aus ist zu erwarten, dass die Steigung an einem stabilen Fixpunkt eine

ansteigende Funktion der Varianz v∗ am Fixpunkt ist. Der Grund hierfür

liegt darin, dass die Konvergenzpunkte mit geringen Werten v∗ schneller

erreicht werden als jene mit höheren Varianzen v∗.

Mit dem Ziel, die Abbildung F zu spezifizieren, wird im Folgenden die

Phasen-Antwort-Theorie auf den Fall des schwachen Rauschens generali-

siert.

2.2.2 Phasen-Antwort-Kurven

Störungen der Phase von Oszillatoren kann man mithilfe von Phasen-

Antwort-Kurven (PRC) beschreiben (vgl. Goel & Ermentrout, 2002). Da-

bei besteht die Hauptidee darin, die Abweichung einer oszillatorischen

Periode von einer unperturbierten als Funktion der Phase einer standar-

disierten Perturbation zu messen.

In diesem Abschnitt wird das Konzept der Phasen-Antwort-Kurve for-

mal eingeführt. Konkret betrachtet man eine oszillatorische Einheit, die

periodisch Pulse emittiert. Diese Pulse werden in der Folge als Aktionspo-
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tentiale interpretiert. Die unperturbierte Periode T (I) zwischen zwei Pul-

sen ist determiniert durch einen konstanten Eingangsstrom I. Setzt man

nun die Einheit einem zusätzlichen Störstimulus j von geringer Stärke

aus, der nach einem bestimmten Zeitintervall t∗ nach Emission des letzten

Spikes auf das Neuron einwirkt, dann erwartet man, dass die nachfolgende

Spike-Emission nach einem veränderten Interfall T̃ (I, j) auftritt. Formal

beschreibt man die Perturbation zum Zeitpunkt t∗ ∈ [0, T (I)) nach Auf-

treten des letzten Spikes mit

j(t) = ε κ(t − t∗) , (2.1)

wobei κ der kausale Kern ist, der den Zeitverlauf der Perturbation be-

schreibt und ε die Amplitude definiert.

Dann definiert

T̃ (I, j) = T (I) [1 − ψ(ε, t∗)] (2.2)

die Phasenabweichung ψ(ε, t∗), die abhängig von zwei reellen Zahlen ist,

der Amplitude ε und der Zeit t∗ des Auftretens der Perturbation. Für

gewöhnlich werden die Phasendeviationen ψ in Kreiseinheiten angegeben.

Die Linearisierung von ψ, d.h. ihre Ableitung nach der Amplitude ε

am Punkt ε = 0, ist definiert als Phasen-Antwort-Kurve (PRC)

Φ(t∗/T (I)) =
d

dε
ψ(ε, t∗)|ε=0 . (2.3)

Wie in der Einleitung bereits erwähnt, beschreiben positive Werte von Φ

eine Reduktion der Periodendauer (Phasen-Vorschub), wohingegen eine

Verlängerung der Periodendauer (Phasen-Verzögerung) mit einer negati-

ven Φ einhergeht.

Es bleibt zu vermerken, dass PRCs oftmals ohne die Grenzwertbil-

dung ε → 0 definiert werden, da in den meisten biologischen Systemen

die Messung des Grenzwertes ε → 0 aus praktischen Gesichtspunkten un-

durchführbar ist. Der hier vorgestellte Ansatz basiert jedoch auf einer das

lineare Regime repräsentierenden PRC. Aus diesem Grund hat man, nach
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Wahl eines potentiell geeigneten Wertes für ε die Linearität der PRC etwa

durch Überprüfung des Superpositionsprinzips sicherzustellen. Dieses sieht

vor, dass die Anwort auf zwei Perturbationspulse zum Zeitpunkt t∗1 and

t∗2 genau jener zellulären Antwort entspricht, die die lineare Superposition

ψ(ε, t∗1) + ψ(ε, t∗2) hervorruft; siehe Abschnitt 2.3.1.

2.2.3 Deterministische Theorie der Phasen-Antwort

Die klassische Theorie der Phasen-Antwort ist für ein System von zwei

rekurrent-gekoppelten Neuronen formuliert (Kopell & Ermentrout, 2002).

Nimmt man an, dass Zelle 1 zum Zeitpunkt t1 feuert und, im selben Zeit-

schritt, Zelle 2 zum Zeitpunkt t2 > t1 feuert, dann wird der nächste Puls

von Zelle 1 zum Zeitpunkt

tnext
1 = t1 + T (I)

[
1 − ε Φ

(
t2 − t1
T (I)

)]
.

auftreten.

In analoger Weise wird der nächste Spike von Zelle 2 zum Zeitpunkt

tnext
2 = t2 + T (I)

[
1 − ε Φ

(
tnext
1 − t2
T (I)

)]
.

emittiert. Aus diesem Ansatz kann man die zu erwartende Phasen-Differenz

δnext = (tnext
2 − tnext

1 )/T (I) für den nächsten Zeitschritt als eine Funktion

der aktuellen Phasen-Differenz δ = (t2 − t1)/T (I) ermitteln

δnext := δ + Ĝ (δ) , (2.4)

wobei

Ĝ(δ) = ε [Φ (δ) − Φ (1 − δ − ε Φ (δ))] .

Bei Gleichung 2.4 handelt es sich um eine iterierte Abbildung mit ei-

nem Fixpunkt δ∗, der durch die Gleichung 0 = Ĝ(δ∗) definiert ist. Wenn

dieser Fixpunkt stabil ist, dann repräsentiert der Fixpunkt jene konstante

Phasenverzögerung, die sich zwischen beiden Zellen im Zeitverlauf einstel-

len wird. Stabilität erfordert, dass der Absolutwert der Ableitung auf der
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rechten Seite von Gleichung (2.4) kleiner als 1 eins. Entsprechend ist die

Stabilitätsbedingung für Ĝ

−2 <
d

dδ
Ĝ

∣∣∣∣
δ=δ∗

< 0. (2.5)

In einem zwei Neuronen-System bedeutet Synchronisation δ = 0, was

bspw. durch Φ(0) = Φ(1) = 0 erreicht werden kann. Zur Überprüfung der

Stabilität leitet man aus Gleichung (2.5) das folgende Stabilitätskriterium

ab
d

dδ
Ĝ

∣∣∣∣
δ=0

= ε 2 Φ′(0) + [εΦ′(0)]2 < 0.

Folglich synchronisieren Neurone nur, wenn die PRC eine negative Stei-

gung bei δ = 0 besitzt.

Zusammenfassend gilt, dass das Problem der stabilen Synchronizität

auf eine einfache diskrete Dynamik der Phasendifferenz der Feuerzeitpunk-

te abgebildet wird. Im nächsten Abschnitt wird ein ähnlicher Weg zur Er-

fassung der Synchronisation einer Gruppe von Oszillatoren in Anwesenheit

von Rauschen beschritten. Dort treten zwei zusätzliche Annahmen auf:

1. Ein schwaches Kopplungsregime muss bestehen, d.h. die Linearität

der Phasen-Antworten ist im Gegensatz zum klassischen deterministischen

Fall mit zwei Oszillatoren erforderlich.

2. Abhängigkeiten zwischen den Phasen-Verschiebungen nachfolgender

Perturbationen finden keine Berücksichtigung.

Letztgenannte Annahme verletzt die Standardtheorie der Phasen-Antwort,

und es ist ein Hauptziel des ersten Teils der Arbeit aufzuzeigen, inwieweit

diese Vereinfachung ungeachtet dessen zu validen Approximationen des

Synchronizitätsgrades führt.

2.2.4 Theorie der Synchronisation in Anwesenheit von Rau-

schen

An dieser Stelle wird eine Methode vorgestellt, die das Synchronisations-

verhalten einer Population von N puls-gekoppelten Oszillatoren, die un-
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ter dem Einfluß unkorrelierter Rauschquellen ηn, mit 1 ≤ n ≤ N stehen,

quantitativ anhand ihrer gemeinsamen PRC beschreibt.

Population von gekoppelten Oszillatoren

Hierbei werden N neuronale Oszillatoren durch synaptische Leitfähigkei-

ten homogen gekoppelt. Die Kopplung soll derart beschrieben werden,

dass ein Spike zum Zeitpunkt t∗ eine Perturbation g
N−1

κ(t− t∗) an jedem

anderen Oszillator n hervorruft, der seinen letzten Puls zur Zeit t∗n < t∗

emittiert hat. Der Kopplungskern κ kann als Zeitverlauf der synaptischen

Leitfähigkeit interpretiert werden. Wichtig hierbei ist, dass die einzelne

synaptische Kopplungsstärke g/(N − 1) klein genug ist, damit die totale

Kopplungsleitfähigkeit g an einem Oszillator nicht die Linearitätsbedin-

gung der PRC verletzt.

Jeder einzelne Oszillator ist dem Einfluss einer perturbierenden Rausch-

quelle ηn ausgesetzt. Es wird angenommen, dass die Rauschquellen für die

unterschiedlichen Oszillatoren unkorreliert sind (eine striktere Vorausset-

zungen ist in Abschnitt 2.2.4 angegeben) und in ihrer perturbierenden

Wirkung die Linearitätsannahme nicht verletzen. Aus Gründen der An-

schaulichkeit wird der Definitionsbereich von ηn von der Einheit Zeit auf

Kreiseinheiten übertragen, das Argument s von ηn(s) wird ein Element

aus dem Intervall [0, 1). Anschaulich bedeutet dies, dass sich die Phase

des Oszillators zyklisch über einen Kreisbogen der Länge 1 bewegt. Da

das Rauschen im Allgemeinen auch über andere Mechanismen als die syn-

aptische Kopplung auf die Zelle einwirken kann, wird zusätzlich eine PRC

Φη eingeführt, die die rauschinduzierte Phasen-Antwort beschreibt.

Nimmt man an, dass N Oszillatoren jeweils einmal in einem bestimm-

ten Zeitschritt feuern und t∗n den Feuerzeitpunkt des n-ten Oszillator an-

gibt, dann gilt für den mittleren Feuerzeitpunkt, t̄ = N−1
∑N

n=1 t∗n. In

der Folge setzt man die absolute Zeit t̄ = 0, so dass die Feuerphasen

τn = t∗n/T (I) die Abweichungen von diesem ausgewiesenen Schwerpunkt
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t̄ = 0 angeben.

Unter diesen Annahmen kann man die Abweichung τnext
m des m-ten

Oszillators im nächsten Zeitschritt bestimmen, indem man alle synapti-

schen (Φ) und rauschbedingten Perturbationen (Φη), die auf den Oszillator

einwirken, einsammelt

τnext
m = τm − g

N − 1

N∑
n=1;n6=m

Φ(τn − τm) −
1∫

0

ds Φη(s) ηm(s) . (2.6)

Offensichtlich lässt sich die Deviation τnext
m des nachfolgenden Zeit-

schritts aus der vorangegangenen durch die linearen Superposition aller

Perturbationen modifizierten Deviation τm ermitteln. Den ersten Beitrag

zu diesen Störungen liefert die Summe, die sich aus dem verteilten Feu-

ern der übrigen Oszillatoren ergibt. Der zweite Anteil an Gleichung (2.6),

das Integral, addiert jene Rauscheingänge, die zu allen möglichen Pha-

sen auf dem Oszillator eintreffen. Da die Verteilung der Deviationen τm

und τnext
m grundsätzlich voneinander verschieden sind, was nur dann der

Fall sein kann, wenn die Periode länger oder kürzer als T (I) ist, stellt der

Rauschterm strenggenommen nur eine Approximation der tatsächlichen

Periodendauer dar. In der gegenwärtigen Form nimmt die Gleichung im-

plizit an, dass das Integral über die PRC invariant unter Variationen der

Periodendauer T (I) ist.

Ein zusätzlicher kritischer Punkt von Gleichung (2.6) ist, dass alle

Wechselbeziehungen zwischen nachfolgenden Perturbationen keine Berück-

sichtigung finden. Dies ist gleichbedeutet damit, dass die Oszillatoren ih-

ren letzten Feuerzeitpunkt, unabhängig von zwischenzeitlichen Perturba-

tionen und induzierten Phasenverschiebungen, als zeitlichen Referenzwert

für nachfolgende Stimuli im Gedächtnis behalten. Dies entspricht nicht

den grundlegenden Forderung der Standard-Phasen-Theorie. Jedoch wird

in Abschnitt 2.3.1 aufgezeigt, dass ungeachtet dieser Vereinfachung mit

ausreichender Präzision das kollektive Verhalten von Hodgkin-Huxley-

Modellneuronen in einem schwach-gekoppelten Regime beschrieben wer-
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den kann.

In Anlehnung an die physiologische Situation nimmt man weiter an,

dass die Anzahl N der Oszillatoren groß, die synaptische Kopplung jedoch

schwach ist, so dass die Verteilung der Deviationen τm durch eine von-

Mises-Verteilung approximierbar ist (kreisförmige Gauss-Funktion).

Pv(τ) ∝ exp

[
cos (2π τ) − 1

(2π)2 v

]
, (2.7)

in welcher v die Varianz der Deviationen beschreibt. Die Validität die-

ser Annahme wird a posteriori überprüft. Da die Abweichungen τ nach

Konstruktion in Kreiseinheiten gemessen werden, kann die Summe in Glei-

chung (2.6) durch das Integral mit den Grenzen 0 und 1 ersetzt werden.

N∑
n=1;n6=m

Φ(τn − τm) → (N − 1)

1+τm∫
τm

ds Pv(s) Φ(s − τm)

= (N − 1)

1∫
0

ds Pv(s + τm) Φ(s) (2.8)

Für geringe Standardabweichungen
√

v ¿ 1 stellt Gleichung (2.7) eine

gute Approximation einer Gauss-Funktion dar, die in der Folge den Be-

rechnungen zugrunde gelegt wird. Für große
√

v ist die Verteilung eine

T (I)-periodisch modulierte uniforme Verteilung.

Zur Vereinfachung der Notationen ist es zweckmäßig, den Durchschnitt

〈. . . 〉v bezüglich Pv einzuführen, d.h. für jede Funktion f : [0, 1) → R,

definiert man

〈f〉v :=

1∫
0

ds Pv(s) f(s) . (2.9)

Desweiteren wird die Abkürzung

Ψv(τ) =

1∫
0

ds Pv(s + τ) Φ(s) (2.10)

für die durch die Gesamtheit der Oszillatoren hervorgerufene Phasen-

Antwort am Einzeloszillator eingeführt.
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Kopplung moduliert die Oszillationsperiode

Nach dieser Vorarbeit wird es möglich, mithilfe der aktuellen, Pv-verteilten

Deviationen, die mittlere Abweichung 〈τnext〉v der nächsten Spikegenerati-

on zu ermitteln. Ohne Beschränkung der Allgemeinheit wird das Rauschen

dabei so gewählt, dass der Ensemble-Mittelwert verschwindet 〈η〉v = 0

(vgl. Gleichung 2.8). Die Mittelwertbildung von Gleichung (2.6) ergibt

〈τnext〉v = −g

1∫
0

ds′ Pv(s
′)Ψv(s

′) = −g 〈Ψv〉v (2.11)

da aufgrund des Ansatzes 〈τ〉v = 0 gilt. Die mittlere nachfolgende Devia-

tion 〈τnext〉v ist im Allgemeinen ungleich null, so dass die mittlere Periode

T (I) [1 + 〈τnext〉v] der Population ungleich der unperturbierten Periode

T (I) des einzelnen Oszillators ist. Wie aufgrund der linearen Theorie er-

wartet, hängt die Modulation 〈τnext〉v = −g 〈Ψv〉v der Periode linear von

der Kopplungsstärke g ab.

Der restliche Teil dieses Abschnittes befasst sich mit der Fragestellung,

wann ein stabiles oszillatorisches Regime im Sinne einer stabilen mittleren

Populationsperiode und einer stabilen Varianz der Verteilung Pv existiert.

Vorbereitungen zur Einführung einer Mean-Field Dynamik

Wie oben schon erwähnt, moduliert die Pulskopplung nicht nur die mitt-

lere Periodendauer sondern auch die Verteilung der Deviationen. Folglich

unterliegt auch die Verteilung der Deviation einem dynamischen Prozess.

Insbesondere gilt für die Varianz varv(τ
next) = 〈(τnext)2〉v − 〈τnext〉2v der

nachfolgenden Spike-Epoche, dass sie sich im Allgemeinen von der ak-

tuellen Varianz v = 〈τ 2〉v unterscheidet. Die Berechnung von varv(τ
next)

gestaltet sich wie folgt:

In einem ersten Schritt wird Gleichung (2.6) quadriert und der Durch-

schnitt unter der Annahme, dass das Rauschen unkorreliert mit der De-
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viation ist (〈η τ〉v = 0), berechnet.

〈(τnext)2〉v =
〈
[τ − g Ψv(τ)]2

〉
v

(2.12)

+

1∫
0

ds′ Φη(s
′)

1∫
0

ds Φη(s) 〈η(s) η(s′)〉v

Anschließend erweitert man den ersten Term auf der rechten Seite von

Gleichung (2.12)

〈[τ − g Ψv(τ)]2〉v = v − 2 g 〈τ Ψv(τ)〉v + g2 〈Ψ2
v(τ)〉v. (2.13)

Der 2 g Term in der Mitte der rechten Seite von Gleichung (2.12) ist der

wichtigste Teil der Mean-Field Dynamik, da er die Interaktion zwischen

den Deviationen τ und der Phasen-Antwort-Kurve Φ vermittelt. Eine sta-

bile Lösung kann nur dann auftreten, wenn die Phasen-Deviation τ und

die Netzwerk-induzierte Verschiebung Ψv(τ) auf diese Deviationen korre-

liert sind, d.h. eine negative Deviation τ < 0 - das Neuron feuert früher

als der Populationsdurchschnitt - muss durchschnittlich zu einer Verlän-

gerung der Periodendauer Ψv(τ) < 0 führen et vice versa. Bis hierin stellt

〈τ Ψv〉v > 0 nur eine notwendige dar.

Einfluß des Rauschens

Im nächsten Schritt wird die Wirkung der identisch verteilten, unkorre-

lierten und stationären Rauschquellen ηn genauer untersucht. Ohne Ein-

schränkung der Allgemeingültigkeit kann angenommen werden, dass die

Rauschquellen ηn einen verschwindenden Ensemblemittelwert 〈η〉v = 0

besitzt. Der Ensemblemittelwert ist vom Erwartungswert der Rauschver-

teilung, der mit 〈· · · 〉η gekennzeichnet ist, zu unterscheiden. Offensicht-

lich gilt 〈ηm〉η = 0, eine Tatsache die unmittelbar aus 〈η〉v = 0 und

der Annahme einer identischen Verteilung folgt. Entsprechend gilt für

〈ηm(s) ηm′(s′)〉η = δmm′C(s − s′), wobei C die Autokorrelationsfunktion

der Rauschquellen beschreibt. Verwendet man bspw. Gauss’sches weißes



2.2. METHODEN 33

Rauschen, so nimmt die Korrelationsfunktion C die Form einer Dirac’sche

Deltafunktion an.

Zusammenfassend gilt für den Erwartungswert des zweiten Terms auf

der rechten Seite von Gleichung (2.12)

1∫
0

ds

1∫
0

ds′ Φη(s) 〈η(s) η(s′)〉η,vΦη(s
′) =

1∫
0

ds

1∫
0

ds′ Φη(s) C(s − s′) Φη(s
′).

(2.14)

Offensichtlich wirkt das Rauschen auf die Varianz der Deviationen über

die Struktur der Autokorrelation C. In der hier gewählten Approximati-

on hängt Gleichung (2.14) nicht von der Verteilung der Deviationen Pv

ab. Folglich handelt es sich bei der Rausch-induzierten Varianz von Glei-

chung (2.14) um eine einfache Konstante, vη.

Die Mean-Field Gleichung

Im folgenden werden die Gleichungen (2.11) bis (2.14) kombiniert und ein

Ausdruck für die über das Rauschen gemittelte Varianz der Deviationen

〈vnext〉η := 〈〈(τnext − 〈τnext〉v)2〉v〉η hergeleitet:

〈vnext〉η = 〈v〉η − 2 g 〈τ Ψv〉v + g2 〈(Ψv − 〈Ψv〉v)2〉v + vη (2.15)

Gleichung (2.15) offenbart, dass im Durchschnitt die Varianz der De-

viationen sowohl aufgrund des “externen” (vη) als auch des “internen”

(varvn(Ψ) := 〈(Ψv − 〈Ψv〉v)2〉v) Rauschens zunimmt und nur dann re-

duziert werden kann, wenn τ und Ψv(τ) positiv korreliert sind. Es ist zu

erwarten, dass je stärker diese Korrelation ist, desto robuster die Synchro-

nisation gegen externe Rauschquellen η ist.

Iterierte Abbildungen

Aus den Gleichungen (2.11) und (2.15) kann man eine zweidimensionale

iterierte Abbildung für die Entwicklung von Periodenlänge und Varianz
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der Deviationen konstruieren. Hierzu kennzeichnet man die mittlere Va-

rianz der n-ten Spike-Epoche mit vn und die mittlere Periodendauer mit

Tn und gelangt damit zu folgender Gleichung:

Tn+1 = T (I) [1 − 〈Ψvn〉vn ] (2.16)

vn+1 = vn − 2 g 〈τ Ψvn〉vn + g2 varvn(Ψvn) + vη (2.17)

In der hier dargestellten Approximation hängen die Variablen (Tn+1, vn+1)

des nächsten Iterationsschrittes nicht von der Periode Tn des gegenwärti-

gen Iterationsschrittes ab. Die Frage nach der Synchronisation reduziert

sich deshalb auf die Stabilitätsanalyse der eindimensionalen iterierten Ab-

bildung (2.17) der Varianzen der Deviationen.

2.2.5 Kriterien zur Synchronisation

Wie im letzten Abschnitt gesehen, reduziert sich die Frage, ob die Os-

zillatoren synchronisieren können, auf die Stabilität eines Fixpunkts der

eindimensionalen iterierten Abbildung (2.17). Bevor hierzu eine numeri-

sche Analyse durchgeführt wird, tritt an diese Stelle zuerst eine allgemeine

Analyse dieser Abbildung. Hierzu wird Gleichung (2.17) mit vn+1 = F (vn)

abgekürzt und F wie folgt umformuliert:

F (v) = v + G(v) + vη , (2.18)

mit

G(v) = −2 g 〈τ Ψv〉v + g2 varv(Ψv) .

Für die Fixpunkte v∗ = F (v∗) gilt

G(v∗) = −vη (2.19)

Nun wird unmittelbar ersichtlich, dass genau dann ein Fixpunkt exis-

tiert, wenn G einen negativen Wert annimmt. Darüberhinaus muss das

Minimum von G mindestens so klein sein wie das Negative der Rausch-

induzierten Varianz vη; vgl. Abbildung 2.4A and B.
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Abbildung 2.4: Stabile Fixpunkte v∗ der Varianz der Spikezeit-Deviationen. (A) Die
Fixpunkt-Bedingung von Gleichung (2.19) kann durch den Schnittpunkt von G(v)
(Graph) mit einer horizontalen Linie auf der Höhe der negativen, durch das exter-
ne Rauschen induzierten Varianz −vη illustriert werden. Damit ein Fixpunkt stabil ist,
muss G im Schnittpunkt eine negative Steigung besitzen. Je größer das externe Rau-
schen dabei ist, umso größer ist die Fixpunkt-Varianz (vgl. vη

1/2 ). Für Rauschpegel
(z.B. vη

3 ) größer als das Maximum von −G (Kreuz) existiert kein Schnittpunkt, und
die Population ist desynchronisiert. In dieser Abbildung wurde die Funktion G für die
PRC eines exzitatorisch-gekoppelten Typ-II-Oszillators ermittelt. Die Spezifikation des
Oszillators stammt von Acker et al. (2003) und ist in Appendix A detailliert wiederge-
geben. (B) In Abhängigkeit der Zell- und Netzwerk-Parameter kann das Minimum von
G sich zu positiven Werten verlagern und sogar verschwinden. Als Beispiel wurde die
interneuronale Transmissionsverzögerung ∆ von 0 auf 0.26 in 0.02 Schritten variiert;
siehe Appendix A.2. (C) Die Ableitung von G am stabilen Fixpunkt ist eine anstei-
gende Funktion von v und nimmt Werte zwischen -1 (solide gerade Linie) und 0 an
(Kurven aus (B) entnommen).
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Eine Stabilitätsanalyse erfordert die Bestimmung der Ableitung von F

am Fixpunkt, welche einen Absolutwert kleiner als eins aufweisen muss.

Für die Ableitung von G bedeutet dies nach Konstruktion

−2 <
d

dv
G

∣∣∣∣
v=v∗

< 0. (2.20)

Die untere Grenze von −2 für die Ableitung von G ist weniger restriktiv in

dem Sinne, als dass G und damit auch seine Ableitung auf einen beliebig

kleinen Wert durch Verminderung der Kopplungsstärke g reduziert werden

können. Darüberhinaus gilt, dass durch die Bedingung G(0) = 0 und damit

für verschwindenes Rauschen vη = 0 der Oszillator immer synchronisieren

kann, wenn d
dv

G|v=0 < 0. Im bei Abbildung 2.4C gezeigten Beispiel ist die

Ableitung von G am stabilen Fixpunkt eine ansteigende Funktion von v∗

und nimmt Werte zwischen −1 und 0 an. Aus der Theorie der iterierten

Abbildung weiß man, dass ein solcher stabiler Fixpunkt nicht-oszillatorisch

ist (s.o.).

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Evaluation des Mean-Field Ansatzes

In diesem Abschnitt wird die Vorhersagekraft der Theorie anhand einer

numerischen Simulation eines aus Hodgkin-Huxley-Neuronen aufgebau-

ten Netzwerks untersucht. Dabei werden sowohl ihre Anwendbarkeit als

auch bestehende Einschränkungen in der Vorhersage der Synchronizität

für verschiedene Rauschlevel diskutiert. Das Netzwerk besteht als 500

vollvernetzten Modellneuronen einer Schicht-II Sternzelle des entorhina-

len Cortex und wurde ursprüngliche von Acker et al. (2003) (siehe Ap-

pendix A) entwickelt. Die synaptische Kopplung ist über eine exponentiell

abfallende Leitfähigkeit modelliert, d.h. ein Spike zum Zeitpunkt t = 0

ruft eine Leitfähigkeitsänderung gsyn exp[−(t − ∆)/τsyn]H(t − ∆) hervor,

mit der Heavisidefunktion H(x) = 1 für x ≥ 0 und H(x) = 0 sonst (sie-

he Appendix. A.2 für weitere Details). Die synaptische Leitfähigkeit ist
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um eine interneuronale Zeitverzögerung ∆ verschoben, welche die axonale

und synaptisch-induzierte zeitliche Verzögerung in der Signalübertragung

modelliert.

Das Nervenzellmodell zeigt als Funktion der Leitfähigkeit des h-Stroms

ein Typ-I (h-Strom inaktiviert) oder ein Typ-II (h-Strom aktiviert) Oszillator-

Verhalten.

In Figur 2.5 werden die Fixpunkte der theoretischen Vorhersage
√

v∗

mit denen der numerischen Simulation σ
(∞)
τ als Funktion des Rauschlevels

für unterschiedliche interneuronale Verzögerungen ∆ verglichen. Der ge-

naue Wert der interneuronalen Verzögerung wurde dabei so gewählt, dass

eine Synchronisation möglich ist. In Übereinstimmung mit der determi-

nistischen Theorie der Phasen-Antwort, liegen diese Werte in Regionen

der synaptischen Phasen-Antwort-Kurve, die eine negative Steigung be-

sitzen (vgl. Goel & Ermentrout, 2002).

Die theoretischen Vorhersagen reproduzieren sehr gut die Simulations-

ergebnisse, vor allem in der mit einem geringen Rauschpegel einhergehen-

den linearen Region. Bei höheren Rauschleveln und für Spike-Jittern in der

Übergangsregion kann die Genauigkeit der Prädiktion abnehmen. Dieses

Problem wird in Abschnitt 2.3.1 näher untersucht.

Wenn das Rauschniveau einen bestimmten Schwellenwert überschrei-

tet, liefert die Theorie keinen stabilen Fixpunkt mehr. An dieser Stelle

sagt die Theorie einen maximalen Spike-Jitter
√

v∗ von rund 16% der un-

perturbierten Periodenlänge voraus, ein Wert, unabhängig von Oszillator-

Typ und Kopplung. Simulationen liefern konsistente Ergebnisse für einen

Spike-Jitter unterhalb von σ
(∞)
τ = 16%, jedoch finden sich hier stabile

Oszillationen auch bei höherer Werten, die nicht von der Theorie erfasst

werden können. Diese schwach-synchronen Oszillationen treten in einem

sehr begrenzten Rauschbereich auf, der in Figur 2.3C als Übergangsregion

klassifiziert wurde.
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Abbildung 2.5: Simulation versus Theorie. Die Fixpunkte der theoretischen Vorher-
sage

√
v∗ (gestrichelte Linie) werden mit den Spike-Jittern σ

(∞)
τ der numerischen Si-

mulation (Symbole) von 500 neuronalen Typ-I und Typ-II Oszillatoren verglichen. Die
theoretischen Vorhersagen reproduzieren die Simulationsergebnisse sehr in der lineare
Region. Für den Spike-Jitter innerhalb der Übergangsregion kann die Prädiktion für
einige interneuronale Transmissionsverzögerungen weniger akkurat sein. Die Simula-
tionen starten mit einem vollständig desynchronisierten Netzwerk. Exzitatorische und
inhibitorische Kopplungsregime sind mit einem exponentiellen Kopplungskern model-
liert, der eine Abklingkonstante von 5 ms und ein Umkehrpotential von EE = 0 mV
bzw. EI = −80 mV besitzt. In jedem Diagramm sind die Spike-Jitter für jeweils zwei
Delays (Symbole und vertikale Linien in den Einfügebildern) gezeigt. Die Einfügebilder
zeigen die PRC für den jeweiligen Oszillator und das dazugehörige Kopplungsregime.
Die PRCs wurden mithilfe eines Teststimulus generiert, der die Leitfähigkeitsänderung
an einer Zelle durch ein perfekt synchronisiertes Netzwerk imitiert. Die jeweiligen Leit-
fähigkeitsamplituden betragen 2.5 µS

cm2 (I-exc), 3.75 µS
cm2 (I-inh, II-exc) und 7.5 µS

cm2

(II-inh). Die Rausch-PRCs (nicht gezeigt) wurden durch einen rechteckigen Leitfähig-
keitspuls der Dauer 1 ms erzeugt. Rauschamplituden ση messen das relative Verhältnis
zwischen dem Integral über den Rauschleitfähigkeits-Puls und dem zur Generierung
der synaptischen PRC herangezogenen Teststimulus.
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Validität der Annahme der Spike-Count-Erhaltung

Die theoretische Vorhersage kann die reale Qualität der Synchronität über-

schätzen, wie z.B. durch die Sterne im linken unteren Graphen von Fi-

gur 2.5 gezeigt ist. Um den Grund hierfür aufzudecken, betrachtet man den

korrespondierenden Spike-Rasterplot für einen Rauschlevel von ση = 9%

(Fig. 2.6). Hier kann man einzelne Neurone beobachten, die das Gros der

Feuerphasen in Richtung späterer Phasen verlassen, um nach einigen Zeit-

schritten dieses aus Richtung der früheren Phasen wieder zu erreichen.

12.0 12.5 13.0 13.5
0

250

500

n
e
u
ro

n
 #

time [s]

Abbildung 2.6: Einschränkung der Spike-Count-Erhaltung. Der Rasterplot zeigt die
Aktionspotentiale von 500 inhibitorisch vernetzten Typ-I-Neuronen mit einem interneu-
ronalen Delay ∆ von 14% und einem Rauschpegel von ση = 9%. Einige Neurone (siehe
z.B. jenes im mittleren markierten Bereich) verlassen das Gros der übrigen Neurone in
Richtung später auftretender Feuerphasen, um, nach einigen Zeitschritten, dieses wie-
der aus der entgegengesetzen Richtung zu erreichen. Phänomene der Phasenpräzession
bzw. -rezession treten sehr leicht bei niedriger Synchronisation auf.

Als Konsequenz daraus feuern die abschweifende Neurone in diesem

Zeitraum ein Aktionspotential weniger als die übrigen Neurone, was zur

Einschränkung der Annahme führt, dass jedes Neuron exakt einmal pro

Zyklus feuert. Da die entwickelte Theorie auf dieser Annahme basiert,

wird der Effekt der abweichenden Neurone nicht erfasst und eine höhere

Synchronisation als tatsächlich existent vorhergesagt. In Ergänzung zu

jenem Fall, der in Figur 2.6 dokumentiert ist, können Neurone auch das

Gros der Feuerphase in Richtung früherer Phasen verlassen. In diesem

Fall feuern die abweichenden Neurone ein Aktionspotential mehr als die
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übrigen Neurone.

An dieser Stelle wird ein Kriterium zur Überprüfung der Spike-Count-

Erhaltung eingeführt. Hierzu wird zu Beginn die im folgenden Zeitschritt

zu erwartende Phasen-Abweichung τnext(τ) eines einzelnen, um τ abwei-

chenden Neurons bei einer festen Verteilung Pv∗ der Feuerphasen das Gros

der Neurone berechnet. Die zugehörige iterierte Abbildung liest sich wie

folgt:

τnext(τ) = τ + ∆τ(τ) (2.21)

mit

∆τ(τ) =

∫ 1

0

dx Φ(x − τ + ∆) Pv∗(x) − 〈τnext〉v∗ . (2.22)

Der Fixpunkt τ ∗ von Gleichung (2.21) wird über 0 = ∆τ(τ ∗) bestimmt

und im Hinblick auf ein Anwachsen der individuellen Neurondeviation auf

Instabilität überprüft, d.h.,

d

dτ
∆τ

∣∣∣∣
τ=τ∗

< −2 or
d

dτ
∆τ

∣∣∣∣
τ=τ∗

> 0. (2.23)

Aufgrund des schwachen Kopplungsregimes ist die Änderung ∆τ im

Vergleich zur Deviation τ so gering, dass nur die letztgenannte Bedingung

von Relevanz ist. In Figure 2.7A sind zwei typische Fälle gezeigt, bei denen

die iterierte Abbildung genau einen instabilen Fixpunkt τ ∗ = τ out aufweist.

Der instabile Fixpunkt τ out fungiert als Grenze des zur Hauptphase

τ = 0 gehörenden Attraktorbeckens.

Zwei Fälle können hierbei unterschieden werden:

Erstens, wenn τ out < 0, erstreckt sich das Attraktorbecken von τ out

nach 0.5. Zweitens, wenn τ out > 0, ist das Attraktorbecken das Inter-

vall zwischen −0.5 und τ out. Wenn ein Neuron eine Phasen-Abweichung

besitzt, die außerhalb des Attraktorbeckens zu liegen kommt, dann ver-

größert sich dessen Deviation konsekutiv, um nach einigen Zeitschritten

wieder die Hauptphase von der anderen Seite her zu erreichen. Für den

Fall τ out < 0, verlagert das Neuron seine Spikezeit konsekutiv nach vorne
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Abbildung 2.7: Test zur Spike-Count-Erhaltung. (A) Die Phasenänderung ∆τ [durch-
gezogene Linie; siehe Gleichung (2.22)] eines Typ-I Neurons ist als Funktion der neu-
ronalen Deviation τ im vorausgegangenen Zeitschritt bei einer gegebenen steady-state
Verteilung Pv∗ (gestrichelte Linie) gezeichnet. Auf der linken Seite ist ∆τ für exzitato-
rische, auf der rechten Seite für inhibitorische Kopplungsregime dargestellt. Der Graph
von ∆τ teilt die Abszisse auf Höhe des instabilen Fixpunktes τout in ein Attraktor-
becken und eine Region der Instabilität. Liegt die Standard-Abweichung des steady-
state Spike-Jitters στ unterhalb eines kritischen Wertes σcrit, ist der Anteil runstable

der Neurone mit einer instabilen Phasen-Deviation vernachlässigbar klein, und die Er-
haltungsannahme kann aufrechterhalten werden (links). Ist jedoch στ größer als σcrit,
dann bleibt die Anzahl der Spikes während eines Zeitschrittes nicht erhalten (rechts).
(B) Darstellung der Graphen der linken Spalte von Figur 2.5. Die gestrichelten hori-
zontalen Linien zeigen das Maximum des Spike-Jitters an, für das die Theorie noch
zulässige Ergebnisse liefert. Hieraus wird eine Schwelle runstable = 10−4 ermittelt (sie-
he Text). (C) Für einen gegebenen Wert von runstable = 10−4 erreicht die kritische
Standardabweichung σcrit ihr Maximum für Delays, an denen die PRC eine negative
Steigung besitzt.
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(siehe Abbildungen 2.6 und 2.7 links), umgekehrt, für τ out > 0 verzögert

das Neuron sein Feuern (siehe 2.7 rechts).

Im nun folgenden Schritt wird eine kritische Standardabweichung σcrit

eingeführt, so dass für den Fall
√

v∗ > σcrit die steady-state Verteilung Pv∗

einen signifikanten Anteil

runstable = 1 −
∫

stable

dτ Pv∗(τ)

besitzt, der außerhalb des Attraktorbeckens liegt (Abbildung 2.7A rechts).

Wenn der steady-state Spike-Jitter στ unterhalb eines kritischen Wertes

σcrit liegt, dann ist die Fraktion jener Neurone mit einer instabilen Phasen-

Deviation vernachlässigbar klein, und die Spike-Count-Erhaltungsannahme

kann als wahr angenommen werden (Abbildung 2.7A links).

Das Schwellenkriterium runstable wird numerisch durch Schätzung des

maximalen Spike-Jitters σcrit bestimmt, bei dem die theoretische Vorher-

sage in Abbildung 2.7b noch Gültigkeit besitzt. Im hier vorliegenden Fall

ist dies der Wert runstable = 10−4. Für dieses Kriterium runstable = 10−4 gibt

Abbildung 2.7C den kritischen Spike-Jitter σcrit als Funktion des interneu-

ronalen Delays ∆ an. Für Delays, an denen die Phasen-Antwort-Kurve

eine positive Steigung besitzt, verschwindet der kritische Jitter σcrit. Im

Gegensatz dazu ist der kritische Jitter σcrit groß für Delays, an denen die

PRC eine stark negative Ableitung besitzt.

Verlassen des linearen Regimes

In diesem Abschnitt werden die Konsequenzen bei Verlassen des schwache

Kopplungsregime durch Erhöhung der synaptischen Leitfähigkeit unter-

sucht. Hierzu wird die Kopplungsstärke derart adjustiert, dass die PRC

Φ1 die Linearitätsbedingung partiell verletzt. Diese abschnittsweise Nicht-

linearität ist in Abbildung 2.8A durch den Vergleich der Original-PRC

Φ1 mit einer reskalierten PRC Φ1/2 dargestellt. Letztgenannte PRC wur-

de mithilfe einer halbierten Stimulusamplitude gewonnen. Unterschiede
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zwischen beiden Kurven repräsentieren jene Phasen-Delays, bei denen die

Linearitätsbedingung verletzt wird. Wie in Abbildung 2.8A dargestellt, ist

das Regime am Anfang der Periode, im negativen Bereich der PRC, linear,

um in der zweiten Hälfte in das nichtlineare Regime der PRC überzuge-

hen. Um die Auswirkung dieser Nichtlinearität auf die Vorhersagegüte der

Theorie zu überprüfen, werden die Vorhersagen für interneuronale Delays

in der linearen (Stern) und nichtlinearen (Ball) Phasenregion mit Simula-

tionsergebnissen verglichen; vgl. Abbildung 2.8B.

Die Vorhersage (gestrichelte Linie) des Spike-Jitters σ
(∞)
τ ist nahezu ex-

akt für den linearen Fall, wohingegen die Theorie im nichtlinearen Fall die

Qualität der Synchronisation systematisch unterschätzt (Abbildung 2.8B).

Ursächlich hierfür ist die stärkere Steigung im Bereich der nichtlinearen

Phasen von 2 Φ1/2 im Vergleich zur PRC Φ1, die zur theoretischen Vor-

hersage verwendet wird. Allgemein gilt, dass ein Neuron umso besser dem

perturbierenden Rauschen entgegenspielen kann und damit eine bessere

Synchronität erreichen kann, je steiler die Steigung um den interneuro-

nalen Delay ist (vgl. Gleichung 2.15: Je stärker die positive Korrelation

zwischen τ und Ψv(τ) ist, desto robuster ist die Synchronisation gegen

externes Rauschen). Trotz dieser quantitativen Ungenauigkeit in der Vor-

hersage sind die Ergebnisse von Simulation und Theorie in Abbildung 2.8B

qualitativ gleich. Für geringfügige Nichtlinearitäten erwartet man daher

nur quantitative Abweichungen vom realen Wert.

In Abbildung 2.8A ist zusätzlich die Größe des Fehlers aufgezeigt, der

durch die Differenz beider PRCs hervorgerufen wird. Zu diesem Zweck

wird die Differenz 2 Φ1/2 − Φ1 mit einer festen Phasenverteilung Pv∗ mul-

tipliziert; letztere um den gewählten interneuronalen Delay zentriert. Im

Gegensatz zum in der linearen Phase positionierten Delay generiert jener

in der nichtlinearen Phase einen signifikanten Fehler, illustriert durch die

schattierte Region in Abbildung 2.8A.

Zusammenfassend gilt, dass die Erweiterung der Phasen-Antwort-Theorie
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Abbildung 2.8: Lineares versus nichtlineares Regime. (A) Zwei PRCs eines Typ-II-
Oszillators (Abb. 2.5), die für Stimuli mit einer Amplitude von 7.5 µS

cm2 für Φ1 und
3.75 µS

cm2 für Φ1/2 (gestrichelte Linie) ermittelt wurden. Die Kopplungsstärke ist dabei
so adjustiert, dass die PRC Φ1 partiell die Linearitätsbedingung verletzt, wie anhand
des Vergleichs mit 2Φ1/2 zu erkennen ist. Symbole und vertikale Linien repräsentieren
zwei interneuronale Delays, die in der linearen (Stern) und nichtlinearen (Ball) Region
zu liegen kommen. Das schattierte Areal illustriert den Unterschied zwischen beiden
PRCs, multipliziert mit der Spike-Phasen-Verteilung Pv∗ für einen festen Jitter σ

(∞)
τ

von 8% [horizontale Linie in (B)]. Nur jener Delay, der im nichtlinearen Bereich loka-
lisiert ist, generiert einen signifikanten Fehler. (B) Die Vorhersage (gestrichelte Linie)
des Spike-Jitters σ

(∞)
τ ist nahezu perfekt für den linearen Fall, wohingegen die Theorie

im nichtlinearen Fall die Qualität der Synchronisation systematisch unterschätzt.

präzise Vorhersagen bezüglich der Stabilität und Robustheit der Syn-

chronisation einer Population von neuronalen Oszillatoren vom Hodgkin-

Huxley-Typ zuläßt. Die Theorie basiert auf der Messung einer PRC eines

einzelnen Neurons und funktioniert für Typ-I & II Oszillatoren, genauso

wie für inhibitorische und exzitatorische Kopplungsregime. Darüberhinaus

wurden zwei Kriterien zur Überprüfung der Validität der Vorhersage her-

geleitet. Es wichtig zu erwähnen, dass beide Kriterien keine zusätzlichen

Informationsquellen benötigen, sondern vollständig aus der vorliegenden

PRC abzuleiten sind.

Im nachfolgenden Abschnitt wird die Theorie auf die Sternzelle des

entorhinalen Cortex angewandt. Von diesem Zelltyp liegen experimentell

gemessene PRCs vor. Die Theorie liefert Aussagen über die Synchronisati-

on in Abhängigkeit von Dynamik und Polarität des jeweiligen Kopplungs-
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regimes und des Rauschlevels.

2.3.2 Wie der zeitliche Verlauf der synaptischen Kopplung die
Synchronisation beeinflusst

An dieser Stelle wird die Mean-Field Theorie von Gleichung (2.17) auf

biologische Neurone angewandt. Das Ziel ist es, die Robustheit der Syn-

chronisation von entorhinalen Schicht-II Sternzellen, die im ϑ- Frequenz-

bereich Spikes emittieren, zu bestimmen. Die Oszillationen werden dabei

für unterschiedliche Kopplungsregime und Rauschlevel analysiert.

Die theoretische Vorhersage basiert auf den von Netoff et al. (2005) ex-

perimentell gemessenen Phasen-Antwort-Kurve (siehe Appendix B). Um

die synaptische Phasen-Antwort Kurve Φsyn einer Sternzelle, die mit ei-

ner Frequenz von 10 Hz oszilliert, zu ermitteln, wandten die Autoren die

Dynamic-Clamp-Messtechnik an. Dabei wird der Zeitverlauf der virtuel-

len exzitatorischen und inhibitorischen synaptischen Leitfähigkeit durch

die Funktion w(x) = g[exp(−x/τd) − exp(−x/τr)]H(x) modelliert, wobei

g die synaptische Leitfähigkeitsamplitude, τd und τr die Abkling- bzw.

Anstiegskonstante des synaptischen Kerns sind. Die Zeitkonstanten wur-

den dabei so gewählt, dass sie möglichst exakt die durch eine somanahe

Synapse induzierten Leitfähigkeitsänderung imitieren. Entsprechend dem

Sternzellmodell mit aktiviertem h-Strom von Abschnitt 2.3.1 und wie in

Abbildung 2.9A gezeigt, sind die gemessenen exzitatorischen und inhibi-

torischen synaptischen Phasen-Antwort-Kurven beide vom Typ-II.

Zusätzlich zur synaptischen PRC Φsyn wird noch eine Rausch-PRC Φη

eingeführt, welche die rauschinduzierte Perturbation der Oszillationsperi-

ode quantisiert. Folglich werden alle Perturbationen, die aus der Synap-

sen vermittelten Aktivität des Netzwerks herrühren, durch Φsyn erfasst,

wohingegen der phasenverschiebende Effekt von Rauschen durch Φη cha-

rakterisiert ist. Beide Kurven sind identisch unter der Annahme, daß das

Rauschen ebenfalls synaptisch erzeugt wird.

Nimmt man an, dass das Rauschen von Gauss’cher Art ist und von
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Abbildung 2.9: Regionen der Synchronisation. (A) Die synaptischen PRCs Φsyn

(durchgezogene Linien) der MEC-Sternzelle wurden von Netoff et al. (2005) mithilfe
von Dynamic-Clamp Messungen erfasst. Die Periodenlänge beträgt 100 ms. Die exzi-
tatorischen und inhibitorischen postsynaptischen Leitfähigkeiten (EPSGs und IPSGs)
besitzen eine Amplitude von g = 1 nS. Die EPSG Anstiegs- und Abklingkonstanten be-
tragen τr = 1.68 ms und τd = 6.5 ms. Für die IPSG wählten Netoff et al. (2005) τr = 2.5
ms und τd = 5 ms. Die Rausch-PRCs Φη (gestrichelte Linien) sind von Φsyn durch die
Dekonvolution mit dem inversen Kern u von Gleichung (2.24) abgeleitet. Die grauen
Linien zeigen eine andere Zusammenstellung von PRCs, die von Netoff et al. durch
einen Teststimulus mit um den Faktor 1/ε = 1/0.562 reduzierten Amplitudenwerten
erzeugt wurden. An dieser Stelle werden drei unterschiedliche Regime (Säulen), die
mit “Kopplung/Rauschen” charakterisiert sind, untersucht. (B) Für gegebene Steady-
state Spike-Jitter σ

(∞)
τ sind die Iso-Jitter Linien in der (∆, ση)-Ebene eingezeichnet.

Für ein exzitatorisches Kopplungsregime (linke Spalte) finden sich Regionen der Syn-
chronisation für sehr kurze und sehr lange Delays. Für inhibitorische Kopplungsregime
(mittlere & rechte Spalte) bedeckt das Delay-Intervall der Synchronisation mittellange
Delays. Synchronisation ist robuster gegenüber Rauschen, welches über exzitatorische
Känale (rechts) vermittelt wird im Vergleich zu inhibitorischem Rauschen (Mitte). Die
dicken Linien zeigen den jeweils optimalen Delay an, an dem für ein gegebenes exter-
nes Rauschlevel der geringste Spike-Jitter sich ausbildet. Die grauen Kurven sind die
Isokonturlinien für Φ(ε)

syn. Jene Regionen, für die die Spike-Count-Erhaltungsannahme
(Abschnitt 2.3.1) zutrifft, sind mit gepunkteten Linien dargestellt.
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Kanälen herrührt, die das gleiche Umkehrpotential wie eine exzitatorische

resp. inhibitorische Synapse besitzen, dann kann die Rausch-PRC Φη von

der korrespondierenden synaptischen, Φsyn, durch Dekonvolution mit dem

inversen synaptischen Kern ermittelt werden:

u = [δ − (τr + τd)δ
′ + τrτdδ

′′] , (2.24)

wobei δ für die Dirac-δ-Verteilung und δ′, δ′′ für ihre erste und zweite

Ableitung stehen. Die resultierende PRC ist in Abbildung 2.9A als gestri-

chelte Linie dargestellt.

In Übereinstimmung mit Abschnitt 2.3.1 wurde die Funktion u dabei

so gewählt, dass die Amplitudenwerte ση das Rauschen relativ zum In-

tegral des Leitfähigkeitsstimulus w messen, welcher ursprünglich zur Be-

stimmung der synaptischen PRC Φsyn verwendet wurde.

Regionen der Synchronisation

Die Phasen-Antwort-Kurven ermöglichen die Analyse der Robustheit der

Synchronisation in einem exzitatorischen und inhibitorischen Kopplungs-

regime. Für ein gegebenes Rauschlevel ση illustriert Abbildung 2.9B den

Effekt des interneuralen Transmissionsdelay ∆ auf den resultierenden steady-

state Spike-Jitter σ
(∞)
τ =

√
v∞. Mithilfe der Mean-Field Gleichung (2.17)

werden jene Regionen in der (∆, ση)-Ebene bestimmt, in denen σ
(∞)
τ unter-

halb eines festgelegten Wertes liegt. Die Grenzen dieser Regionen gleichen

in ihrem Verlauf auf den Kopf gestellten Parabeln. Für jeden gegebenen

Wert von ∆ ist der Spike-Jitter σ
(∞)
τ eine monoton ansteigende Funktion

des Rauschlevels ση. Der optimale Delay, unter dem die Synchronisation

bei gegebenen Spike-Jitter am robustesten gegenüber Rauschen ist, wird

durch das Maximum der Iso-σ(∞)
τ Kurve angegeben. Folglich hängt die Ro-

bustheit der Synchronisation sowohl vom interneuronalen Delay als auch

vom erwünschten maximalen Spike-Jitter ab.

Entsprechend der deterministischen Theorie der Phasen-Antwort sind

die Delays, bei denen die Neurone synchronisieren können, in jenen Ab-
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schnitten der synaptischen Phasen-Antwort-Kurve zu finden, die eine ne-

gative Steigung aufweisen (vgl. Goel & Ermentrout, 2002). Dementspre-

chend synchronisiert die exzitatorisch-verknüpfte Sternzelle bei interneu-

ronalen Delays zu Beginn (∆ < 0.1) und innerhalb des letzten Drittels

der Periode (∆ > 0.63), wohingegen im inhibitorischen Fall der Delay

im Bereich von 0.13 bis 0.78 zu liegen hat (Fig. 2.9B). Folglich kann nur

eine exzitatorisch-verknüpfte Sternzelle bei einem biophysikalisch plausi-

blen interneuronalen Delay (< 6 ms) im ϑ-Rhythmus (T (I) ≈ 110 ms)

synchronisieren. Für die experimentell gemessenen PRCs erstrecken sich

die Synchronisationsregionen im Falle einer exzitatorischen Verknüpfung

über 47% der Periode, im Falle einer inhibitorischen über 65% der Periode.

Zusammenfassend gilt also, dass die inhibitorisch-verknüpfte Sternzelle ei-

ne größere Region von interneuronalen Delays besitzt, in denen eine stabile

Synchronisation pinzipiell möglich ist.

Der maximale Rauschlevel, der noch eine stabile Synchronisation er-

möglicht, beträgt im Falle der exzitatorischen Kopplung unter exzitato-

rischem Rauschen 45.8% der maximalen synaptischen Leitfähigkeit (bei

∆ = 0.87), 28.3% (bei ∆ = 0.46) im rein inhibitorischen Szenario, und

38.8% im Falle einer inhibitorischen Kopplung unter exzitatorischem Rau-

schen (bei ∆ = 0.46). Demnach synchronisiert die Sternzelle robuster in

Anwesenheit von exzitatorischem Rauschen. An dieser Stelle definiert die

Robustheit einer Synchronisation den höchste Rauschlevel ση, der einen

vorgegebenen Spike-Jitter σ
(∞)
τ generiert.

Für den Fall eines kleinen Spike-Jitters σ
(∞)
τ korreliert die Robustheit

der Synchronisation (der höchste Rauschlevel ση) hauptsächlich mit der

Steigung der synaptischen PRC. Je steiler die Steigung in der synapti-

schen PRC ist, um so effizienter kann das Neuron Rauschperturbationen

entgegenwirken. Bei höheren Spike-Jittern σ
(∞)
τ korreliert jedoch die Ro-

bustheit mit dem Zentrum der jeweiligen Delay-Synchronisationsregion.

Dies ist insofern verständlich, da ein anwachsender Spike-Jitter mit einer
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größeren Fraktion von Neuronen einhergeht, die außerhalb der negativen

Delay-Synchronisationsregion auf die Zelle eintrifft und damit einer Syn-

chronisation entgegenwirkt. Der optimale Delay kann daher nur aus einem

Trade-off zwischen der steilsten Steigung und dem Zentrum der Delay-

Synchronisationsregion gewonnen werden.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Abhängigkeit des optima-

len Delays vom Rauschlevel ση nicht sehr stark ist. Dies steht im Einklang

mit Ergebnissen von Gutkin et al. (2005), die besagen, dass Membranrau-

schen zu keiner qualitativen Änderung der PRC eines Neurons führt.

Die Ergebnisse dieses Abschnitts sind durch die zwei in Abschnitt 2.3.1

hergeleiteten Kriterien der Spike-Count-Erhaltung und Linearität verifi-

ziert. Beide Kriterien sind mit den experimentell gemessenen PRCs eva-

luiert. Der Test auf Spike-Count-Erhaltung liefert eine Region im (∆, ση)-

Raum, in der die theoretischen Vorhersagen valide sind (gepunktete Li-

nien in Abbildung 2.9B). Außerhalb dieser Region wird die Synchroni-

sation überschätzt. Diese Regionen hoher Validität überlappen in weiten

Teilen mit den parabel-förmigen Regionen, innerhalb derer eine Synchro-

nisation möglich ist. Überschätzungen treten an den Ränder dieser Re-

gionen auf, und hier vor allem für hohe Rauschpegel. Der Test auf Li-

nearität überprüft die Unsicherheit der Synchronisationsregionen (graue

Linien in Abbildung 2.9B). Offensichtlich ist vor allem für das exzitato-

rische Kopplungsregime diese Unsicherheit sehr klein. Für inhibitorische

Verknüpfungsregime sind die Regionen geringfügig in Richtung kürzere

Delays verschoben, wenn die PRC mit einer Test-Stimulusamplitude er-

mittelt wurde, die um den Faktor 1/ε = 1.78 gößer als der Kontrollfall

ist.

Synchronisation via oszillatorischer Inhibition

Da Sternzellen vermutlich exzitatorisch sind (Jones, 1993), kann eine in-

hibitorische Kopplung nur disynaptisch über inhibitorische Interneurone

vermittelt sein. Die im Hippocampus anzutreffenden Interneurone zei-
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gen jedoch eine intrinsische Dynamik, die weit über eine einfache eins-

zu-eins Übersetzung von Excitation zu Inhibition hinausgeht. Aus Slice-

Studien (Whittington et al., 1995; Fisahn et al., 1998; Hájos et al., 2000;

Hormuzdi et al., 2001) und aufgrund theoretischer Überlegungen (Traub

et al., 1996) weiß man, dass inhibitorische Populationen in sich oszillato-

risch sind, wobei die GABAerge Zeitkonstante von 20 bis 30 ms zu Oszil-

lationen im Gamma-Frequenz-Bereich (30-80 Hz) führt. Zusätzlich gelang

es Chrobak & Buzsáki (1998), im Hippocampus von aktiven Ratten eine

Gleichzeitigkeit von Gamma-und ϑ-Oszillationen zu beobachten.

Die oben genannten Erkenntnisse führen zu der Frage, ob Sternzellen

robust im ϑ-Frequenzbereich synchronisieren können, wenn sie reziprok

mit einem Netzwerk von GABAergen fast-spiking Interneuronen verbun-

den sind. Zur Beantwortung dieser Frage nimmt man an, dass als Reaktion

auf das Feuern einer Sternzelle das Interneuron-Netzwerk eine koherente

oszillatorische Aktivität an die Sternzell-Population repropagiert. Aus die-

sem Grund modelliert man die inhibitorische Netzwerkaktivität aosc, die

durch ein Sternzell-Aktionspotential hervorgerufen wird mit

aosc(ϕ) ∝ ϕ

λ2
e−ϕ/λ[cos(ωϕ) + 1]H(ϕ) . (2.25)

Der Kern aosc ist so normalisiert, dass das Integral
∫ ∞

0
aosc(ϕ) dϕ gleich

1 ist. Die Oszillationsfrequenz ω liegt im Gamma-Bereich, und der Para-

meter λ beschreibt die zeitliche Dauer des oszillatorischen inhibitorischen

Feedbacks; siehe Einfügebilder in Abbildung 2.10. Auf der Basis des an-

genommenen schwachen Kopplungsregimes gelingt unter Ausnutzung des

Superpositions-Prinzips [vgl. Gleichung (2.10)] die Konstruktion der Per-

turbation Φosc(ϕ) =
∫ 1

0
ds aosc(s − ∆ − ϕ) Φsyn(s) der Sternzellperiode,

die von einem zur Phase ϕ emittierten Sternzell-AP indirekt über die

Interneuron-Population evoziert wird. Wie im obigen Fall nimmt man an,

dass das Rauschen von einem Kanal herrührt, der das gleiche Umkehrpo-

tential wie eine exzitatorische Synapse besitzt.

Die so gewonnene PRC Φosc erlaubt die Analyse der Robustheit der
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Abbildung 2.10: Synchronisation durch ein oszillatorisch-inhibitorisches Feedback.
Zur Imitation von rückgeführten γ-Oszillationen werden oszillatorische Aktivitätskerne
(Einsatz) eingeführt, die durch eine Oszillationsfrequenz ω und einem Persistenzpara-
meter λ parametrisiert sind. Die Kerne sind auf einen Delay von 5% der Periode ver-
schoben (≈ 5 ms). Die Iso-Jitter-Linien sind monotone nichtlineare Funktionen von λ.
Die Iso-Jitter-Linie für den steady-state Jitter von σ

(∞)
τ = 16% ist als begrenzende Linie

hervorgehoben, und jene Regionen, in denen die Annahme der Spike-Count-Erhaltung
(section 2.3.1) zutrifft, mit gestrichelten Linien dargestellt.

Synchronisation in Abhängigkeit der Frequenz ω und dem Persistenzpara-

meter λ des inhibitorisch-oszillatorischen Eingangs. Da die Synchronisati-

on über einen disynaptischen Weg vermittelt wird, ist der interneuronale

Delay ∆ auf 5% der Oszillationsperiodenlänge gesetzt.

Die Mean-Field Gleichung (2.17) liefert erneut einen Schätzwert für den

steady-state Spike-Jitter σ
(∞)
τ in einem oszillatorischen Zyklus. In Abbil-

dung 2.10 ist σ
(∞)
τ in Abhängigkeit des Persistenzparameters λ und dem

Rauschlevel ση für die zwei Oszillationsfrequenzen ω/[2π T (I)] = 40 Hz

und ω/[2π T (I)] = 80 Hz dargestellt. Im Gegensatz zur direkten inhibi-

torischen Kopplung kann die Sternzellpopulation bei dem angenommenen

kleinen interneuronalen Delay von ∆ = 5% synchronisieren. Die Robust-
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heit der Synchronisation ist eine monoton ansteigende Funktion von λ

und beinahe unabhängig von der Frequenz ω. Um eine robuste Synchro-

nisation zu erhalten, muss der Persistenzparameter λ des inhibitorischen

Feedbacks rund 10 bis 15% der ϑ-Periode überdecken. Der minimale Wert

von λ, der zur Synchronisation notwendig ist (dicke Linie), stellt sich als

eine stark nichtlineare Funktion des Rauschlevels heraus. Als Konsequenz

dessen würde die Vorhersage einer rauschfreien Phasen-Antwort-Theorie

jene Kopplunspersistenz λ stark unterschätzen, die zur Erzeugung einer

Synchronisation bei geringen Rauschleveln von etwa 5% nötig ist.

Der hier vorgestellte Mechanismus benötigt jedoch ein starkes inhibi-

torisches Signal, da die Synchronisation nur für Rauschlevel unter 25% des

Synchronisationsstimulus auftritt. Dieser Wert kann sich durch die Spike-

Count-Erhaltung (gestrichelte Linie) noch weiter auf rund 20% reduzieren.

2.4 Diskussion

In diesem Kapitel wurde die klassische Phasen-Antwort-Theorie auf rausch-

behaftete, synaptisch schwach-gekoppelte Regime erweitert. Der Ansatz

liefert plausible Ergebnisse, wenn das Rauschen an den verschiedenen Os-

zillatoren unkorreliert, identisch verteilt und stationär ist. Rauschen kann

dabei sowohl intern als auch extern durch synaptische Kopplung vermittelt

sein.

Der Ansatz basiert - ähnlich der rauschfreien Theorie - auf einer Stabi-

litätsanalyse der oszillatorischen Lösung. Die Robustheit der Synchronisa-

tion wird durch die Schätzung des Spike-Jitters als Funktion des Rausch-

pegels quantisiert. Methodisch basiert die Theorie auf der Anwendung

iterierter Abbildungen; statt jedoch die zeitliche Entwicklung der Spike-

zeiten zu untersuchen, wie im Falle der rauschfreien Theorie, wird hier ei-

ne Abbildung der Varianz der Spiketime-Verteilung definiert und in ihrer

Dynamik analysiert. In der vorgestellten Approximation wirkt das externe

Rauschen auf diese Varianzen rein additiv. Als Konsequenz daraus kann
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die Abbildung der Varianzen durch eine einfache Verschiebung entlang der

Ordinate vom rauschfreien Anteil gewonnen werden.

Zur Vorhersage ihrer Synchronitätseigenschaften wurde die Methode

auf die entorhinale Schicht-II Sternzelle angewandt. Man vermutet, dass

diese Zellen eine wichtige Rolle bei der Erzeugung des hippocampalen ϑ-

Rhythmus spielen (Alonso & Llinás, 1989; Stewart et al., 1992; Alonso

& Klink, 1993; White et al., 1998; Hasselmo et al., 2000; Buzsáki, 2002;

Acker et al., 2003; Netoff et al., 2005).

2.4.1 Excitatorisches Kopplungsregime

Die Theorie untermauert die Vermutung, dass die Sternzellen durchaus als

ϑ-Rhythmusgenerator fungieren können, wenn sie rekurrent über schwa-

che exzitatorische Synapsen über biophysikalisch plausible interneuronale

Delays miteinander verbunden sind.

Jedoch existieren experimentelle Hinweise darauf, dass die Annahme

einer schwachen Kopplung nicht adäquat für ein exzitatorisch-gekoppeltes

Sternzell-Netzwerk ist. In-vivo-Daten von Chrobak & Buzsáki (1998) legen

eine stark kohärente Aktivität im entorhinalen Cortex nahe, die unter der

Annahme einer hochgradigen Vernetzung zwischen den Sternzellen zu ei-

ner synchronen Ankunft vieler synaptischer Eingänge und damit zu einer

starken Leitfähigkeitsänderung führen würde. Darüberhinaus bricht die

Linearitätsannahme in dem Modell von Acker et al. (2003) bei exzitatori-

schen Leitfähigkeiten von 1 bis 2 nS zusammen, was, bezugnehmend auf

Ergebnisse von Berretta & Jones (1996), nur 5 bis 10 synchron ankommen-

den synaptischen Ereignissen entspräche. Acker et al. (2003) argumentiert,

dass die Sternzelle trotz einer starken Kopplung synchronisieren kann, da

nichtlineare Effekte des h-Stroms im Fall einer Asynchronität das Auslas-

sen eines Zeitschritts induzieren können. Da reziproke exzitatorische Ver-

bindungen von Sternzellen sehr gering ausgeprägt sind (Dhillon & Jones,

2000), kann die Annahme der schwachen direkten Kopplung zwischen den

Sternzellen beibehalten werden. Da jedoch für nur wenige aktive Synapsen
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das neuronale Rauschlevel vergleichsweise groß ist, bleibt unklar, ob eine

Robustheit von 30 zu 40%, wie in Abbildung 2.9B gezeigt, ausreichend

zur Generierung synchroner Oszillationen ist.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Grenze der Linearität von

5 bis 10 synchron auftretenden EPSPs, wie von den Daten von Berretta &

Jones (1996) abzuleiten ist, vermutlich zu gering ist, um eine Synchroni-

sation durch eine schwache Kopplung zu ermöglichen. Dessen ungeachtet,

setzt sie eine obere Grenze für die im linearen Regime beschreibbare Wir-

kung des exzitatorischen Rauschens.

2.4.2 Inhibitorisches Kopplungsregime

Eine Alternative, die das Problem der exzitatorischen Kopplung umgeht,

ist die Annahme, dass die Sternzellen indirekt über inhibitorische Inter-

neurone miteinander verbunden sind. In einem solchen Regime wäre es

für eine robuste Synchronisation notwendig, dass der Delay etwa in der

Mitte der ϑ-Periode zu liegen kommt, d.h. 40-60 ms lang wäre. Da derarti-

ge Transmissionsverzögerungen nicht über einen einfachen disynaptischen

Weg erklärt werden können, muss die direkte inhibitorische Kopplungs-

hypothese verworfen werden. Darüberhinaus zeigen Arbeiten von Netoff

et al. (2005), dass für ein Zwei-Zell-Netzwerk mit kurzen Delays eine in-

hibitorische Verknüpfung zu einer anti-phasischen Lösung und damit zu

großen Spike-Jittern führt.

Nimmt man jedoch an, dass die Interneurone eine selbst-verlängernde,

Sternzell-getriggerte inhibitorische Aktivität entwickeln können, dann kann

ein Sternzell-Netzwerk robust synchronisieren, auch unter realistischen

interneuronalen Delays von ungefähr 5% (≈ 5 ms) einer Periode. Eine

Grundvoraussetzung für ein derartiges Regime ist die Sensitivität der in-

hibitorischen Oszillation auf die Sternzell-Aktivität und einer inhibitori-

schen Aktivität, die rund zwei Drittel des Theta-Zyklus überdauert.

Eine mechanistische Erklärung für die selbst-verlängernde inhibitori-

sche Aktivität könnte im Vorhandensein von γ-Oszillationen liegen, die als
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Reaktion auf die Aktivierung von metabotropen Glutamat-Rezeptoren in

einem hippocampalen Rattenhirn-Schnitt auftreten (Whittington et al.,

1995). γ-Oszillationen finden sich sowohl im entorhinalen Cortex von Men-

schen während der Wachphasen (Chrobak & Buzsáki, 1998) als auch in

isolierten Whole-Brain Präparationen (Dickson et al., 2000). Hippocam-

pale γ-Oszillationen werden für gewöhnlich von Theta-Oszillationen be-

gleitet (Chrobak & Buzsáki, 1998; Buzsáki, 2002) und spiegeln sich im

hochamplitudigen phasischen Ausgang von Fast-Spiking Interneuronen

wider. Intrazelluläre Aufnahmen von Sternzellen und Fast-Spiking In-

terneuronen zeigen, dass diese Interneurone einen GABAergen oszilla-

torischen Eingang zu den Sternzellen mit einer Amplitude von mehre-

ren mV (Cunningham et al., 2003) propagieren. Unklar ist, ob die Fast-

Spiking-Interneurone ihrerseits von den Sternzellen einen überschwelligen

Eingang empfangen (Cunningham et al., 2003). Darüberhinaus bleibt un-

geklärt, in welchem Umfang die γ-periodischen Membranpotential-Fluktua-

tionen der Sternzellen während eines ϑ-Zustandes die Annahme einer schwa-

chen synaptischen Kopplung rechtfertigen. Es wird eine zukünftige Auf-

gabe sein herauszufinden, ob und wie Nichtlinearitäten innerhalb dieses

Gamma-Kopplungsregimes auf die Synchronisation unterstützend wirken

könnten.

Ungeachtet dessen zeigt dieser theoretische Ansatz, dass der hippo-

campale Theta-Rhythmus durch Schicht-II Sternzellen generiert werden

kann. Voraussetzung hierfür ist, dass die Sternzellen durch einen zeitlich

unstrukturierten exzitatorischen Eingangsstrom angetrieben werden und

indirekt über eine inhibitorische, im gamma-Bereich oszillierende Popula-

tion von Interneuronen gekoppelt sind. Verstärkung kann der so generier-

te entorhinale Theta-Rhythmus zusätzlich durch die Interaktion mit dem

medialen Septum und Diagonalband von Broca (Buzsáki, 2002) und die

schwache exzitatorische Kopplung der Sternzellen untereinander erfahren.
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Die gamma-Kopplungshypothese kann durch anatomische Studien zur

Konnektivität der Schicht-II Sternzelle des entorhinalen Cortex überprüft

werden. Damit die Hypothese sich als wahr herausstellt, sollte die An-

zahl der gefundenen exzitatorischen reziproken Verbindungen vernachläs-

sigbar klein sein. Zur Überprüfung dieser Hypothese wird im zweiten Ka-

pitel der Arbeit ein Photostimulationssystem zur Messung der funktionell-

relevanten Verbindungen auf ein postsynaptisches Neuron entwickelt.

Desweiteren sollten Multielektroden-Ableitungen in Schicht II zeigen,

dass eine deutliche Korrelation zwischen Sternzellen und Fast-Spiking In-

terneuronen in einer Form vorliegen, in der die Sternzellen-AP vor jenen

der Interneurone erscheinen.
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Kapitel 3

Photostimulation

3.1 Einleitung

Im zweiten Abschnitt der Arbeit wird ein experimentelles System zur

Analyse der funktionellen Konnektivität von Nervenzellen entwickelt und

auf die Sternzelle des MEC angewandt. Das System ergänzt existieren-

de Standard-Physiologie-Setups um die Möglichkeit, an ausgewählten Po-

sitionen innerhalb eines akuten Hirnschnittpräparats einen biologischen

Wirkstoff durch die Einwirkung von Lichtenergie photolytisch zu akti-

vieren. Die elektrophysiologische Nutzbarmachung dieser Photostimula-

tion erfordert neben der Integration ausgewählter Hard- und Software-

Komponenten auch die Entwicklung und Validierung einer geeigneten Me-

thodik zur Analyse der gewonnenen Daten. Konkret sind die räumliche

Auflösung der Stimulation zu ermitteln, photo-induzierte Signale zu de-

tektieren, zu klassifizieren, zu quantifizieren und schließlich Unterschie-

de und Muster in den Verbindungseigenschaften einzelner Nervenzellty-

pen quantitativ herauszuarbeiten. Exemplarisch wird dies am Beispiel der

Schicht-II-Sternzelle des MEC vorgestellt, deren intralaminäre Konnekti-

vität bestimmt wird.

59
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Bisherige Ansätze zur Kartierung neuronaler Konnektivitätsmuster

Zur Analyse des hochkomplexen synaptischen Organisationsprinzips neu-

ronaler Systeme existieren vielfältige anatomische und elektrophysiologi-

sche Methoden, wie die Golgi-Technik (Somogyi, 1990), anterograde und

retrograde Tracing-Methoden (Lanciego et al., 2000), die Elektronenmi-

kroskopie (Alonso-Nanclares et al., 2005), die Ultramikroskopie (Dodt

et al., 2007), hochauflösende MRT-Geräte (Goense & Logothetis, 2006),

die Paarableitungungstechnik (Montgomery et al., 2001), die Kombination

von elektrophysiologischen Meßmethoden mit anatomischen Färbetechni-

ken (Martin, 2002; McDonald, 1992) und schließlich statistische Verfahren

wie die Berechnung der zeitlichen Kreuzkorrelation zwischen den Akti-

vitäten unterschiedlicher Neuronen- oder Neuronengruppen (Hata et al.,

1993). Trotz dieses kanonischen Methodenspektrums, dessen Vielfalt die

Wichtigkeit der Fragestellung unmittelbar erahnen lässt, sind die meis-

ten neuronalen Schaltkreise bis heute funktionell wenig verstanden, was

im wesentlichen auf die Eigenart der genannten Methoden zurückzufüh-

ren ist: Anatomische Techniken können zwar die Existenz und das allge-

meine Muster synaptischer Verbindungen aufzeigen, spezifische Aussagen

über deren realen funktionellen Zustand, über ihre Polarität, Stärke, Plas-

tizität, ihre zeitliche Transmissionsverzögerung und schließlich über ihre

genau Herkunft lassen sie in aller Regel nicht zu. Physiologische Metho-

den wiederum können diese Fragen zwar teilweise beantworten, jedoch in

der Regel nur für ausgewählte Teilbereiche, wie zwei recurrent miteinander

verknüpfte Nervenzellen. Eine Technik, die diese offenkundigen Methoden-

lücke ansatzweise zu schließen vermag, ist die Photostimulation (Callaway

& Yuste, 2002), deren Grundprinzip kurz dargestellt wird. Eine ausführ-

lichere Diskussion zur Photostimulation findet sich in Bendels (2007).
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Das Grundprinzip der Photostimulation

In der Neurophysiologie beschreibt der Begriff der Photostimulation den

Vorgang, in einem akuten Hirnschnittpräparat einen inaktiven Wirkstoff,

meist einen Transmitter, der in gelöster Form der Nährlösung beigemischt

ist, mithilfe eines focalen und kurzzeitigen Lichtimpulses photolytisch zu

aktivieren (Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1: Photolytische Aktivierung von Glutamat. Der Transfer von Lichtener-
gie im ultravioletten Frequenzbereich führt zum Aufbrechen der kovalenten Bindung
zwischen einer inaktivierenden Caging-Gruppe (Rechteck) und dem Neurotransmitter
Glutamat. Das Glutamat wird freigesetzt, entfaltet seine originäre Wirkung an den
spezifischen Rezeptoren und durchläuft die substanzspezifischen Degradationsprozes-
se. Diffusionsprozesse an der Freisetzungsstelle führen dazu, dass die Photostimulation
wiederholt und praktisch ohne Erschöpfung an gleicher Stelle ablaufen kann (Abbildung
aus Katz & Dalva (1994) entnommen).

In Folge seiner Aktivierung beginnt der Transmitter seinerseits die in

unmittelbarer Nähe liegenden transmittersensitiven neuronalen Struktu-

ren zu erregen. Durch die simultane elektrophysiologische Ableitung von

einem gepatchten Neuron wird es möglich, die neuronalen Antworten auf

diese photochemische Aktivierung an dieser zu erfassen. So kann der tran-

sient aktivierte Transmitter einerseits die Zielzelle direkt stimulieren. An-

dererseits können andere nicht zur Zielzelle gehörende neuronale Struktu-

ren in Erregung versetzt werden, deren Aktivität nur dann an der Zielzelle

indirekt detektierbar ist, wenn eine Verbindung zwischen beiden Zellen in

Form einer chemischen oder elektrischen Synapse (Lam et al., 2006) exis-
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tiert.

Die Menge der Transmitterfreisetzungen kann durch individuelle An-

passung der Energie des Lichtstimulus, d.h. durch Änderung der Lichtin-

tensität und Einwirkzeit, reguliert werden. Durch Verwendung eines geeig-

neten Fokussiermechanismus wird die Größe des Lichtkegels und damit die

Größe des Freisetzungsareals weitestgehend beliebig einstellbar. In Kombi-

nation mit einer variablen Positionierung des Lichtkegels ist es weiterhin

möglich, den Transmitter an ausgewählten Raumpunkten innerhalb des

Präparats zu aktivieren. Das Besondere des Verfahrens liegt also in der

Möglichkeit, einen Transmitter in einem räumlich-zeitlichen Muster an

ausgewählten Punkten auf dem Präparat, ohne den gewebszerstörenden

Einsatz eines mechanischen Instrumentariums - ähnlich einem Schalter -

zu aktivieren. Aus diesem Grund besitzt man meist viele Stimulationsor-

te, jedoch für gewöhnlich nur eine Ableitungsstelle in Form des gepatchten

Neurons.

Entfaltet der photolytisch aktivierte Transmitter seine Wirkung un-

mittelbar an dem gepatchten Neuron, dann spricht man von einer direk-

ten Stimulation, wirkt er transneural durch die überschwellige Aktivie-

rung einer präsynaptischen Zelle, dann handelt es sich um eine indirekte

Stimulation wie in Abbildung 3.2 illustriert. In beiden, zeitlich auch si-

multan auftretenden Aktivierungsmodi, misst man, je nach Messmodus,

postsynaptische Ströme oder Potentiale. Während jedoch die direkte Sti-

mulation die synaptische Aktivierung unter Umgehung der präsynapti-

schen Strukturen imitiert, wird bei der indirekten Stimulation der gesam-

te axonale Apparat mitsamt Synapse zur Signalgenerierung genutzt. Der

letztgenannte Fall eröffnet die Möglichkeit, die zur gepatchten Zelle prä-

synaptischen Neurone innerhalb einer umschriebenen Region durch die

sukzessive photolytische Aktivierung aller potentiell präsynaptischen Zel-

len zu ermitteln. Ein derartiges Experiment erfordert das systematische

Abtasten eines ausgesuchten Hirnareals und die punktspezifische Analyse
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Abbildung 3.2: Formen der Photostimulation. (A) Die überschwellige Aktivierung
einer präsynaptischen Zelle, die außerhalb des dendritischen Einzugsgebietes der bio-
cytingefärbten Zielzelle liegt, induziert an dem gepatchten Neuron ein rein indirektes,
transneurales Signal. (B) Überdeckt das Aktivierungsareal zusätzlich dendritische Aus-
läufer der gepatchten Zelle, dann führt dies zum Auftreten eines Mischsignals, beste-
hend aus direkten und superponierten indirekten Anteilen. (C) Focussiert man schließ-
lich den Lichtkegel exakt auf einen dendritischen Abschnitt der gepatchten Zelle, so
ist ein rein direktes Signal zu messen. Aufgrund der Tatsache, dass die Aktivierung
einer flächenhaften Region mit einer zur Einzelsynapse vergleichsweise größeren Trans-
mitterfreisetzung einhergeht, besitzen direkte Signale i.d.R. eine größere Amplitude,
größere Zeitkonstanten und führen insgesamt zu einem größeren Stromfluß über die
Zellmembran. Obgleich mehrere dendritischen Abschnitte im Zuge einer einzelnen Sti-
mulation erregt werden können, ist in der Regel nur ein direktes Signal unmittelbar
nach Lichtapplikation und noch vor den indirekten Signalen an der Zielzelle zu messen,
wohingegen indirekte Signale - oftmals Resultat einer Aktionspotential-Serie - zeitver-
setzt und meist in Gruppen auftreten (Abbildung aus Bendels (2007) entnommen).
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der postsynaptischen Signale, weshalb diese Form der Photostimulation

den Namenszusatz ’Scanning’ trägt. Durch die wiederholte Anwendung

der Scanning-Photostimulation gelingt die Offenlegung grundlegender In-

nervationsprinzipien zwischen und innerhalb von Neuronengruppen bzw.

-schichten. Hierbei gilt grundsätzlich, dass aufgrund der niedrigen Innerva-

tionsdichte corticaler Neurone die Wahrscheinlichkeit des Auffindens einer

synaptischen Verbindung relativ gering ist, so dass viele potentiell präsyn-

aptische Zellen stimuliert werden müssen. Anderseits sollte die Messgenau-

igkeit sensitiv genug sein, um die Aktivität einer einzelnen synaptischen

Aktivierung zu detektieren. Aus diesem Grund etabliert man standard-

mäßig eine Whole-patch-clamp Ableitung an der gepatchten Zelle, die - in

Abhängigkeit von Zelltyp und Hirnregion - über rund eine Stunde stabil

aufrechterhalten werden kann und die geforderten Sensitivitätskriterien

erfüllt.

Die Bedeutung der Scanning-Photostimulation

Die Scanning-Laser Photostimulation wurde ursprünglich von Katz & Dal-

va (1994) im Jahr 1994 vorgestellt und hat sich innerhalb weniger Jahre

zu einer etablierten Methode in der Neurophysiologie entwickelt (Callaway

& Yuste, 2002). Ihr Anwendungsspektrum erstreckt sich von der Analy-

se der neuronalen Konnektivität in akuten Hirnabschnitten (Schubert

et al., 2001; 2003; 2006; Shepherd et al., 2003; Brivanlou et al., 2004; Lam

et al., 2006; Jin et al., 2006) und der funktionellen Charakterisierung von

Synapsen (Godwin et al., 1997; Kandler et al., 1998), über die Messung

der Verteilung von spezifischen Rezeptoren auf der Oberfläche von Neu-

ronen (Dodt et al., 1998; Frick et al., 2001) bis hin zur Analyse der zeit-

lichen dendritischen Integration im Einzelneuron (Shoham et al., 2005;

Boucsein et al., 2005). Ungeachtet dieses breitgefächerten Einsatzgebie-

tes basieren alle Photostimulationsexperimente stets auf der koordinier-

ten räumlich-zeitlichen Konversion eines inaktiven ’caged’ Transmitters
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in einen aktiven ’uncaged’ Transmitter, induziert durch einen transienten

und hoch-energetischen, meist ultravioletten Lichtstrahl, bei gleichzeitiger

elektrophysiologischer Ableitung von einem oder mehreren Neuronen. Da

die photolytische Aktivierung die schnellste Möglichkeit darstellt, Pertur-

bationen in chemischen Systemen ohne den Einsatz eines invasiven me-

chanischen Instrumentariums vorzunehmen (Lester & Nerbonne, 1982),

ist sie perfekt geeignet, lebende Systeme wie neuronale Elemente und ihre

komplexen Interaktionen zu analysieren.

Anforderungen an das Setup

Für Fragestellungen, die sich mit der zeitlichen dendritischen Integrati-

on multipler synaptischer Eingänge zur Imitiation der neuronalen Hinter-

grundaktivität (Boucsein et al., 2005) oder mit der qualitativen Schätzung

des Konnektivitätsmusters zwischen unterschiedlichen Hirnregionen (Dantz-

ker & Callaway, 2000) befassen, ist eine hohe räumliche Präzision der

Photostimulation nicht zwingend erforderlich. Im Gegensatz dazu erfor-

dern Kartierungsexperimente, deren Ziel eine quantitative Schätzung der

synaptischen Leitfähigkeiten als Funktion des Stimulationsortes ist, einen

kleineren Lichtkegeldurchmesser, der eine räumlich präzisere Stimulati-

on der ortsständigen Neurone erlaubt. Die Stimulation von dendritischen

Abschnitten eines Neurons, bei der das fokale Uncaging-Volumen derart

klein sein muss, dass die Glutamatfreisetzung innerhalb eines synaptischen

Spaltes imitiert werden soll, ist nur über ein 2-Photonen-Laser basierendes

Uncaging-System realisierbar (Losonczy & Magee, 2006; Matsuzaki et al.,

2004).

Ungeachtet dieser letztgenannten Einschränkung sind auf 1-Photonen-

Laser basierende Photostimulationssysteme zur Bearbeitung ausgewählter

subzellulärer Fragestellungen, wie die topographische Analyse der zellulä-

ren Rezeptorbestückung (Frick et al., 2001), ausreichend präzise. Hierfür

ist eine räumliche Lichtkegelgröße von wenigen µm ausreichend.
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Eine im µm-Bereich liegende hohe räumliche Auflösung der optischen

Stimulation ist realisierbar, wenn man als Lichtquelle einen Laser wählt,

dessen focussierbarer Lichtstrahl über ein sehr dünnes, im Durchmesser 40-

200 µm starkes Fiberglaskabel in das Mikroskop geleitet und anschließend

mithilfe der Mikroskopoptik im Präparat focussiert wird (Koetter et al.,

1998; Shepherd et al., 2003; Brivanlou et al., 2004). Aus diesem Grund

setzt eine hohe räumliche Stimulation einen hohen Vergrößerungsfaktor

(60x oder 40x Objektive) und eine hohe numerische Apertur des Mikro-

skops voraus. Dies steht im unmittelbaren Konflikt mit der Tatsache, dass

niedrig-vergrößernde Objektive (2.5-4x) einen hervorragenden Überblick

über das Präparat und die Stimulationsregion vermitteln, was insbeson-

dere im Rahmen von sich über mehrere Quadratmillimeter erstreckenden

Kartierungsexperimenten von größter Bedeutung ist.

Das hier entwickelte Photostimulationssystem wurde so konzipiert, dass

es sowohl eine hohe räumliche Präzision als auch einen niedrigvergrößern-

den Überblick über ein großes Hirnareal zur Planung der Stimulation zu-

lässt. Das zugrundeliegende Konzept hierbei ist die graphische Planung der

Stimulation auf der Basis eines niedrig-vergrößernden Übersichtsbildes,

während die eigentliche Stimulation mithilfe eines stark-vergrößernden

Objektivs durchgeführt wird. Dieses Vorgehen ermöglicht Planung und

Durchführung von Kartierungsexperimenten an mehreren Quadratmilli-

metern großen Hirnarealen mit einer im Mikrometerbereich liegenden räum-

lichen Stimulationspräzision.

Unter Zuhilfenahme einer hier vorgestellten Windows-basierten Steu-

ersoftware ist es prinzipiell möglich, jedes elektrophysiologische Standard-

Setup nachträglich und kostengünstig unter Verwendung einiger kommer-

ziell erhältlicher Komponenten zu einem Photostimulations-Setup aufzu-

rüsten.
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Übersicht Im ersten Abschnitt werden das konzeptionelle Design und

die Einzelkomponenten des Photostimulations-Setups kurz vorgestellt. Im

Anschluß daran sind die wichtigsten Funktionen der Steuersoftware Lu-

cifer aufgeführt. Die Steuersoftware ermöglicht Planung und Realisation

räumlicher Laser-Stimulations-Muster und offeriert darüberhinaus spe-

zielle optische Zusatzfunktionen, wie einen Image-Stitching-Algorithmus

zur Vereinigung sich überlappender Einzelbilder, oder optische Referenz-

punkte, zur Maximierung der räumlichen Präzision. Nachfolgend wird das

Photostimulations-System dazu genutzt, die photo-induzierten räumlichen

Antwortprofile der beiden Hauptzellen des medialen entorhinalen Cortex

(MEC), der Stern- und Pyramiden-Zelle (Alonso & Klink, 1993), zu ver-

gleichen. Schließlich wird die intralaminäre, funktionelle Konnektivität der

MEC-II-Sternzelle experimentiell bestimmt.

3.2 Setup

In diesem Abschnitt werden die Grundkomponenten des in Abbildung 3.3

schematisch dargestellten Setups beschrieben.

Wie von Katz & Dalva (1994) vorgeschlagen, besteht die grundlegende

Idee des Ansatzes darin, zur Fokussierung und Positionierung des Laser-

lichts im Präparat die Optik eines Standard-Upright-Mikroskops zu nut-

zen.

Das Laserlicht wird über ein flexibles, 200 µm dickes Fiberglaskabel,

das über ein OSI-BX Adapter (Rapp Optoelektronics, Wedel, Deutsch-

land) an den Epifluoreszenz-Port des Mikroskops gekoppelt ist, in ein

Olympus BX-51 WI Mikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) ge-

leitet. Im Inneren des Mikroskops wird der Lichtstrahl über einen Kalt-

lichtspiegel in die Lichtbahn des Mikroskops reflektiert und mithilfe der

Objektivlinse fokussiert.

Dementsprechend ist die resultierende Lichtkegelgröße eine Funktion

des Fiberglasdurchmessers, des Vergrößerungsfaktors und der numerischen
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Aperatur der Objektivlinse. Für die in dieser Arbeit durchgeführten Ex-

perimente wurde ein 0.9NA 60x-Objektiv verwendet, das in Kombination

mit einem 200 µm starken Fiberglaskabel eine optische Lichtkegelgröße

von rund 15 µm liefert. Durch die Verwendung eines Fiberglaskabels mit

einem Durchmesser von 20 µm ist es möglich, Lichtkegelgrößen in der

Größenordnung von 2-5 µm zu generieren.

Abbildung 3.3: Setup and Kommunikationsdesign. Das Setup (links) wird über
einen Personal-Computer (rechts) gesteuert. Der von einem Laser generierte
Lichtstrahl wird über ein flexibles Fiberglaskabel in die Mikroskopoptik gelei-
tet, dort über einen Kaltlichtspiegel in den Lichtweg des Mikroskops reflektiert
und anschließend mithilfe des Objektivs fokussiert. Der Lichtzugang zum Präpa-
rat wird über ein externes mechanisches Shuttersytem kontrolliert, welches über
eine rechnerinterne PCI-I/O-Karte gesteuert wird. Die Mikroskopoptik und da-
mit auch der Laserspot werden über einen motorisierten XYZ-Verschiebetisch
gesteuert, dessen Achsen jeweils mit einem hochpräzisen Schrittmotor ausgestat-
tet sind. Die störempfindliche Meßapparatur kann somit unbeweglich verharren.
Die wechselseitige Kommunikation zwischen XYZ-Tisch und Computer ist über
die seriellen Kommunikationsports realisiert. Das analoge Signal der Aufnahme-
elektrode wird über eine PCI-I/O-Karte digitalisiert. Zur optischen Kontrolle
des Experiments ist eine IR-Kamera am Kopf des Mikroskops angebracht. Das
von der Kamera generierte analoge Videosignal im CCIR/PAL-Format wird
über eine rechnerinterne Framegrabber-Karte eingelesen.
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Als Lichtquelle wird ein modifiziertes DPSS Laser System (Rapp Opto-

elektronics, Wedel, Deutschland) genutzt. Die Energie dieses pulsgekoppel-

ten UV-Lasers (355 nm Wellenlänge,frequency-tripled Nd:YVO 4, 100 kHz

Pulswiederholungsrate; DPSS Lasers, Santa Clara, CA, USA) wird durch

die Modulation der Laserimpulszahl adjustiert. Die Lichtdurchlässigkeit

auf das Präparat wird über ein schnelles galvanometrisch-gesteuertes Shut-

tersystem kontrolliert (Rapp-OptoElectronic, Wedel, Deutschland), wel-

ches über eine garantierte Zeitauflösung von 1 kHz verfügt und über einen

digitalen TTL-Impuls getriggert wird. Der TTL-Impuls wird über eine

rechnerinterne PCI-I/O-Karte generiert (Multifunction-Data-Aquisition NI-

PCI-6221, Shielded Connector Block NI-BNC-2110, National Instruments,

Austin, TX, USA). Die Belichtungszeit pro Stimulationspunkt beträgt

2 ms.

Die Mikroskopoptik und damit auch der Laserspot werden über einen

motorisierten XYZ-Verschiebetrisch (Shifting Table 380, Luigs & Neu-

mann, Deutschland) positioniert, so dass das Präparat mit der störemp-

findlichen Meßapparatur in einer fixierten Position verbleiben kann. Je-

de Achse des Verschiebetisches ist mit einem hochpräzisen Schrittmotor

ausgestattet, der eine Schrittweite von 0.1 µm besitzt. Die wechselseitige

Kommmunikation zwischen XYZ-Verschiebetisch und Computer geschieht

über die serielle Schnittstelle und einem externen Interface (Shifting Table

Control Unit, Luigs & Neumann, Ratingen, Deutschland), das die Steuer-

befehle an die jeweiligen Motoren weiterleitet.

Zur optischen Kontrolle des Experiments wird eine modifizierte VX55

IR-Kamera (Till Photonics, München, Deutschland) verwendet, welche am

standardisierten C-Mount-Port des Mikroskops angekoppelt ist. Die Ka-

mera generiert ein analoges Videosignal des Mikroskopbildes im CCIR/PAL-

Format, das über eine rechnerinterne Framegrabber-Karte (DT-3120, Da-

ta Translation, Bietigheim Bissingen, Deutschland) digitalisiert wird und

in Echtzeit unter Ausnutzung des Direct-Draw-Modus der Videokarte,
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und damit weitestgehend CPU-Last-neutral, mit 25 Bildern pro Sekunde

dargestellt wird. Die Kommunikationssoftware läuft auf einem Windows-

basierten Pentium-Mikroprozessor-System, das eine Taktfrequenz von 1.2 GHz

und eine Speicherkapazität von 1 GByte RAM besitzt.

3.3 Elektrophysiologische Methoden

Sowohl die Präparation als auch die Whole-Cell-Aufnahmen wurden von

Prateep Beed (PhD-Student, Schmitzlab, NWFZ Berlin) durchgeführt.

Präparation: Akute corticale Hirnschnitte werden von Wistar Ratten

(Alter: 15-25 Tage postnatal) präpariert. Nachdem die Tiere mit Diethy-

lether anästhesiert sind, wird die Dekapitation vollzogen. Anschließend

werden die Gehirne zügig entfernt und in eisgekühlte ACSF überführt.

Die Bestandteile der ACSF sind wie folgt (in mM): 87 NaCl, NaHCO3,

26 NaHCO3, 25 Glucose, 2.4 KCl, 7 MgCl2, 1.25 NaH2PO4, 0.5 CaCl2, 75

Sucrose. Die Lösung besitzt einen pH Wert von 7.4. In der Folge werden

unter Zuhilfnahme eines Vibratoms (Leica VT 1200, Leica Microsystems,

Wetzlar, Deutschland) Hirnschnittpräparate in einer Dicke von 300 µm

zugeschnitten und über einen Zeitraum von 30 Minuten und bei einer

Temperatur von 35°C inkubiert. Die Lagerung der Schnittpräparate ge-

schieht bei Raumtemperatur in einer ACSF mit folgenden Konzentratio-

nen (in mM): 119 NaCl, 26 NaHCO3, 10 Glucose, 2.5 KCl, 2.5 CaCl2, 1.3

MgSO4, 1.25 NaH2PO4. Innerhalb von 1-5 Stunden werden die Schnitte

zur Messung herangezogen.

Whole-Cell Ableitung: Whole-cell Voltage- und Current-Clamp Ab-

leitungen werden mit einem Axopatch 700B Verstärker (Axon Instru-

ments, Foster City, CA, USA) durchgeführt. Die Daten werden initial

mit 2 kHz tiefpaßgefiltert und durch die selbstverfasste Software Luci-

fer mit 5 kHz digitalisiert (Multifunction-Data-Aquisition NI-PCI-6221,

NI-BNC-2090, Austin, TX, USA) und Stimulationspunkt-spezifisch abge-

speichert. Für Kalibrationsexperimente werden die Patch-Elektroden, die
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einen Elektroden-Widerstand von 3 bis 6 MΩ besitzen, mit folgender Lö-

sung gefüllt (in mM): 135 K-Gluconate, 20 KCl, 2 MgATP, 10 Hepes,

0.2 EGTA, 5 Phosphocreatine. Der pH-Wert der Lösung liegt bei 7.3. Für

Kartierungsexperimente kommt folgende intrazelluläre Lösung zur Anwen-

dung (in mM): 150 K-Gluconat, 0.5 MgCl2, 1.1 EGTA, 10 Phosphocreati-

ne. Die Lösung besitzt einen pH-Wert von 7.2. Nur jene Messungen werden

zur Analyse zugelassen, deren initiale Serienwiderstände nach Etablierung

einer Meßverbindung zur Zielzelle kleiner als 25 MΩ sind und während des

Experimentes im Voltage-Clamp-Modus weniger als 30% variieren. Eine

Kompensation des Serienwiderstands wurde nicht durchgeführt.

Morphologische Rekonstruktion: Während des Kalibrationsexperiments

wurden routinemäßig die gepatchten Zellen zur Sichtbarmachung ihrer

Morphologie mit Biocytin gefüllt. Nach einem Mindestzeitintervall von

1 h Farbstoff-Äquilibration wurden die Präparate mit 4%igem Paraformal-

dehyd (PFA) für mindestens 24 h fixiert, anschließend in einer Phosphat-

gepufferten Saline (PBS) gewaschen und über Nacht mit Avidin-gekoppeltem

Alexa 488 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Schließlich wur-

den die Schnittpräparate mit PBS gewaschen und mit DePeX (Serva

electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) auf mikroskopische Deckgläser

transferriert.

3.3.1 Photostimulation

Glutamat Uncaging: 20 ml von 200 µM MNI-caged-L-glutamate (Tocris,

Bristol, UK) wurden mit einem Volumen von 3-5 ml/min über ein ma-

ximales Zeitintervall von 3 Stunden reperfundiert. Das Zeitintervall eines

Lichtstimulus betrug 2 ms. Die gleichbleibende effektive Lichtenergie wur-

de am Ausgang des Objektivs unter Verwendung eines auf Photodioden-

basierenden Lichtdetektors dokumentiert (PDA-K-60, Rapp Optoelectro-

nics, Wedel, Deutschland).

Die Optik des Systems wurde so angepasst, dass der effektive Lichtke-
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geldurchmesser, in der Focusebene, die auf 50 µm in die Tiefe des Präpa-

rates verlagert wurde, 25 µm betrug. Der effektive Lichtkegeldurchmesser

wurde anhand der direkten Aktivierung dendritischer Abschnitte eines

Neurons geschätzt.

Grundsätzlich wurden die Stimulationspunkte in Form eines hexago-

nalen Punktrasters mit einer Rastergröße von 60 µm definiert. Der Vorteil

in der Verwendung eines hexagonalen Gitters anstelle des sonst üblichen

Rechteckgitters besteht darin, dass ein nicht randständiger Stimulations-

punkt von sechs äquidistanten Nachbarpunkten umgeben ist, was insge-

samt zu der maximalen Stimulationspunkt-Dichte bei gegebenen Punktab-

stand führt (Marsal, 1976). Zur Verhinderung einer Akkumulation von

freigesetztem Glutamat wurde die Stimulationsreihenfolge automatisch so

redefiniert, dass zwischen nachfolgenden Stimulationspunkten ein minima-

ler Abstand von 150 µm bestand. Zur Vermeidung einer Wellenbewegung

im Präparat, die relativ leicht zum Abriss der Messpipette führen kann,

wurde das optische System mit einer verlangsamten Geschwindigkeit be-

wegt. Die hierdurch entstehende Zeitverzögerung - die Interstimulus-Zeit

zwischen zwei aufeinanderfolgenden Punkten betrug ungefähr 2 s - war

insofern erwünscht, als dass sie zur Vermeidung einer Übererregung durch

die Freisetzung großer Mengen von Glumatat in angrenzenden Arealen

beitrug und damit der Entstehung eines zellulären Depolarisationsblocks

vorbeugte.

3.3.2 Detektion synaptischer Ereignisse

Die exzitatorischen und inhibitorischen postsynaptischen Ströme (EPSCs

und IPSCs) werden mithilfe eines iterativen Algorithmus detektiert: Der

Detektionsmechanismus basiert auf vier Kriterien, wie der absoluten Peak-

Amplitude (größer als 10 pA), der maximalen absoluten Steigung der

Flanke des PSCs (schneller als 2.8 pA/ms), dem Zeitintervall zwischen

Initiierung des PSCs und dessen Peak (kürzer als 13 ms) und der Gesamt-
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ladungsmenge, die aus der Zelle transportiert wird (negativ für EPSCs

und positiv für IPSCs).

Zur Anwendung des letzten Kriteriums muss das Integral zwischen

der Grundlinie und dem Signal ermittelt werden. Zu diesem Zweck wird

die Grundlinie des Messignals durch das Ausschneiden detektierter PSCs

und der Mittelung des verbleibenden Signals geschätzt. Der Mittelwert

des verbleibenden Signals definiert dabei die Grundlinie für den nächsten

Iterationsschritt. Der Algorithmus stoppt, wenn im nachfolgenden Itera-

tionsschritt keine Änderungen bezüglich der detektierten PSCs auftritt.

Zur Verbesserung der algorithmischen Detektionsleistung wird das auf-

genommene Signal initial mit einem Butterworth-Tiefpaßfilter der Ord-

nung V mit einer Abbruchfrequenz von 500 Hz digital nullphasen-gefiltert.

Zusätzlich werden geringfügige Fluktuationen der Trajektorie (Amplitu-

den kleiner als 1/3 der Detektionsschwelle für die Peak-Amplitude) durch

interpolierende kubische Hermit’sche Splines zwischen ihren Start- und

Endpunkten ersetzt, was zu einer Glättung des Originalsignals und da-

mit zu einer weiteren Verbesserung der algorithmischen Detektionsleistung

führt (für eine ungefilterte algorithmische Detektion siehe z.B. Kudoh &

Taguchi (2002)). Die Steigung im Start- und Endpunkt wurde dabei so

gewählt, dass die Interpolation die Form des Originalsignals bewahrt und

damit auch die lokalen Extrema konserviert (grau und schwarz gefärbte

Funktionen in Abbildung 3.9c und d). Aufgrund seiner Arbeitsweise de-

tektiert der Algorithmus - im Gegensatz zu Template-basierenden Algo-

rithmen (z.B. Clements & Bekkers (1997)) - auch jene indirekten Signale,

die sich auf einem direkten Signal superponiert wiederfinden; vgl. Abbil-

dung 3.9d.
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3.4 Steuersoftware

Die selbstverfasste Steuersoftware Lucifer überwacht und kontrolliert die

angeschlossenen Gerätschaften, ermöglicht die Planung des Experiments,

koordiniert den Stimulationsprozess und verwaltet die gewonnenen Daten

in einem Archivierungssystem. Der Hauptaufgabe der Software entspre-

chend, Licht (lat.: lux) koordiniert auf das Präparat zu tragen (lat.: ferre),

führte zur Namensgebung: Lucifer.

Die Trennlinie zwischen Datenakquirierung und Datenanalyse fungier-

te als Designprinzip der Software. Lucifer offeriert die Funktionalität, die

zur Durchführung eines Experiments, d.h. zur Datenakquirierung notwen-

dig ist. Die sich anschließende Datenanalyse ist unter Zuhilfenahme an-

derer Programme durchzuführen. Aus diesem Grund werden alle hierzu

wichtigen Programm- und Experimentparameter mit den Daten expor-

tiert. Ein anderes wichtiges Designziel der Software war es, eine mög-

lichst einfache Handhabung während des Experiments zu gewährleisten,

da sowohl die strukturelle Integrität des Präparats als auch die Stabili-

tät der Patch-Clamp-Messung mit zunehmender Zeitdauer abnehmen. Zu

diesem Zweck besitzt die Software eine das intuitive und schnelle Arbei-

ten unterstützende graphische Oberfläche. In diesem Abschnitt wird die

Grundfunktionalität der, mithilfe des Microsoft Visual Studio .NET er-

stellten, Software kurz dargestellt. Für eine detailliertere Dokumentation

der Programmfunktionalität und der technischen Realisation siehe Ben-

dels (2007).

Die tragende Kernidee des Softwaredesigns war es, die Stimulation auf

Basis eines Planungsbildes durchzuführen, welches ein Abbild eines belie-

big großen Areals im Schnittpräparat darstellen sollte, so dass eine a poste-

riori Identifikation der Stimulationsorte, etwa durch ein Laser-induziertes

Einbrennung von Markierungen (Brivanlou et al., 2004; Dantzker & Calla-

way, 2000), überflüssig wird. Darüberhinaus sollten die Stimulationspunk-

te im Planungsbild frei definierbar sein, so dass flexible Stimulationsmuster
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erzeugt werden können. Zur Erfüllung dieser Kernanforderungen verfügt

Lucifer über zwei Hauptfunktionen: Erstens, die präzise dreidimensionale

Echtzeitsteuerung des Verschiebetisches, zweitens, die Planung der Stimu-

lation, ihre Durchführung und Dokumentation. Diese konzeptionelle Di-

chotomie wird durch zwei Hauptschirme repräsentiert, dem Navigations-

und Stimulationsschirm.

3.4.1 Navigationsschirm

Der Navigationsschirm besitzt zwei Hauptaufgaben: 1. Er überwacht und

manipuliert die geometrischen Beziehungen zwischen Laserstrahl und Prä-

parat. 2. Er ermöglicht die Konstruktion eines Planungsbildes.

Zur Online-Darstellung des genauen Ortes der Stimulation befindet

sich im Zentrum des Navigationsschirms ein Fenster, welches das digitali-

sierte Videobild der Kamera darstellt; vgl.Abbildung 3.4. Durch Anklicken

einer visuell identifizierten Zielstruktur wird diese an eine definierbare,

den Focus des Stimulationsspots repräsentierende Bildschirmposition zen-

triert. Zur linken Hand des Fensters befindet sich ein Steuerfeld zur dreidi-

mensionalen Echtzeitpositionierung des Verschiebetisches und zur Anwahl

unterschiedlicher Motorengeschwindigkeiten.

Die Bewegung der Z-Achse ermöglicht die Kontrolle des Stimulations-

punkts auch in der dritten räumlichen Dimension. Zusätzlich besitzt Lu-

cifer einen automatischen Focussiermechanismus auf jene optische Ebene

innerhalb des Schnittpräparates mit dem maximalen optischen Kontrast.

Geometrische Beziehungen im Präparat werden über die Definition von

dreidimensionalen Koordinaten des XYZ-Tisches, sog. Navigationspunk-

ten repräsentiert. Durch die Verwendung von Navigationspunkten errech-

net Lucifer Distanzen, Flächen und Umfänge von optischen Strukturen.

Einen graphischen Überblick über die räumlichen Beziehungen zwi-

schen den Navigationspunkten in der XY-Ebene wird durch das Radar-

Panel vermittelt.
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Abbildung 3.4: Der Navigationsschirm. Das Zentrum des Videoschirms (A)
stellt das Videobild der Infrarotkamera dar. Die Buttons oberhalb des Video-
bildes aktivieren die Verbindung zum Verschiebetisch (B), kontrollieren die
Framegrabber-Karte (C), die Shading-Korrektur (D), passen die Software an
die gewählte Mikroskopvergrößerung an (E), redefinieren das Zentrum des Sti-
mulationspunktes (F) und verwalten den Ablauf des Experimentes (G). Die
Steuerung des Verschiebetisches geschieht über die Panels H und I. Innerhalb
des Radarpanels (J) werden Navigations- und Stimulationspunkte zur Orientie-
rung in der XY-Ebene dargestellt. Zusätzlich existieren Panels zur Verwaltung
der Bilder (K), zur Darstellung des Kommunikationsstatus mit dem Verschiebe-
tisch (L) und zur Dokumentation des Programmstatus (M). Ein vertikaler Slider
(N) kontrolliert die Z-Achse des Tisches, d.h. die Fokusebene des Laserstrahls.

Zusätzlich unterstützen die Navigationspunkte im Radarpanel die Ge-

nerierung eines Planungsbildes. Konkret besteht das Problem darin, dass

der Videoschirm in Abhängigkeit des Vergrößerungsfaktors des Mikroskops

nur einen kleinen Ausschnitt der zu untersuchenden Region darstellt. Zur

Erzeugung eines räumlich ausgedehnten Planungsbildes müssen deshalb

mehrere sich überlappende Bilder dieser Region zu einem Gesamtbild zu-

sammengefügt werden. Navigationspunkte geben, durch Festlegung der

räumlichen Grenzen, hierzu die notwendige Orientierung. Ein erstelltes
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Übersichtsbild kann nachfolgend in den Stimulationsschirm transferriert

werden, wo es als Planungsbild fungiert.

3.4.2 Stimulationsschirm

Der Stimulationsschirm dient der Planung der Stimulation; vgl. Abbil-

dung 3.5. Im Unterschied zum Navigationsschirm - hier wird das aktuelle

Mikroskopbild in Form eines Videobildes kontinuierlich aktualisiert - han-

delt es sich beim Planungsbild um ein statisches Bild.

Stimulationspunkte werden direkt in das Planungsbild eingezeichnet.

Jeder Punkt ist mit einer Nummer assoziiert, die seinen Rang während des

Stimulationsprozesses definiert. Die sequentielle Abfolge kann manuell be-

liebig modifiziert werden. Zu beachten gilt hierbei, dass die Pfadlänge und

damit die Dauer des Scanningprozesses mit der Anzahl der Stimulations-

punkte wie auch durch die Randomisierung der Punktsequenz zunimmt.

Um die Generierung vieler Punkte zu erleichtern, existieren unterschied-

liche Assistenten, wie bspw. der Polygonkonstruktor, ein Hilfsagent, der

die zügige Generierung von komplex-geformten Punktrastern ermöglicht.

Jeder Stimulationspunkt wird abschließend mit einem ausgewählten Sti-

mulationsprotokoll assoziiert. Dieses definiert das genau zeitliche Stimu-

lationsmuster an jedem Punkt.

Die gegenwärtige Zielposition des Lasers innerhalb des Planungsbildes

wird über einen roten Zielkreis dargestellt und in Echtzeit aktualisiert;

vgl. Abbildung 3.4. Zur manuellen Stimulation kann der Laserspot direkt

im Planungsbild verändert werden.

3.4.3 Scanning Prozess

Während der Stimulation werden die rechnerinternen Koordinaten der

Stimulationspunkte in die korrespondierenden Motorkoordinaten des Ver-

schiebetisches überführt. Zusätzlich zur Ausführung der definierten Stimu-

lationsprotokolle an den jeweiligen Stimulationspunkten nimmt die Kon-
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Abbildung 3.5: Der Stimulationsschirm. Der Stimulationsprozess wird im Pla-
nungsbild graphisch ausgearbeitet (A). Vielfältige Funktionen stehen hierzu zur
Verfügung, die die Erzeugung und Verwaltung von graphischen Objekten (Punk-
te, Polygone, Stimulationsprotokolle) (B-E), die Definition von optischen Refe-
renzpunkten (F, siehe unten) und die Initiierung des Stimulationsprozesses (G)
ermöglichen. Das Aufnahmepanel (I) stellt das zuletzt aufgenommene Messignal
(blau) und das zugehörige Stimulationsprotokoll (rot) graphisch dar.

trollsoftware gleichzeitig das punktspezifische Signal an der Zielzelle auf,

stellt es graphisch dar und speichert es ab. Das Aufnahmesignal wird zur

Online-Analyse der zeitlichen Entwicklung des Eingangswiderstandes und

des Haltestroms herangezogen.

Optische Referenzpunkte

Aufgrund der inherenten Ungenauigkeit des mechanischen Positioniersys-

tems und der geringfügigen Nicht-Stationaritäten des Schnittpräparates,

kann die ursprüngliche Übereinstimmung zwischen anvisiertem optischem

Punkt und assoziierter Tischkoordinaten, wie in Abbildung 3.6 illustriert,

zunehmend verloren gehen. Diese Ungenauigkeit - im Rahmen der Feh-
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lerfortpflanzung kann die Abweichung pro Stimulationspunkt signifikant

ansteigen - wird durch sogennante optische Referenzpunkte kompensiert.

Ihre Einführung basiert auf der Idee, die nähere Bildumgebung eines Sti-

mulationspunktes im Planungsbild innerhalb des Videobildes wiederzu-

erkennen: Regulär wird ein einfacher Stimulationspunkt über seine korre-

spondierende Tischkoordinate angefahren. Handelt es sich jedoch um einen

optischen Referenzpunkt, so erfolgt nach dem Erreichen der entsprechen-

den Koordinate ein zusätzlicher Korrekturschritt. In diesem wird das einen

optischen Punkt umgebende Bild aus dem Planungsbild im Echtzeitbild

aufgesucht, die Abweichung vom Zentrierpunkt ermittelt und schließlich

durch einen Korrekturschritt der Mikroskopoptik behoben. Durch die re-

lative Positionierung der Stimulationspunkte profitieren alle nachfolgend

anzufahrenden Punkte von dieser optischen Korrektur.

Abbildung 3.6: Die optische Korrektur der Mikroskop-Position. Im Planungsbild
(links) wird ein optischer Punkt durch seine assoziierten Mikroskopkoordinaten als Sti-
mulationspunkt definiert (linkes Bild, Fadenkreuz). Aufgrund der Ungenauigkeit des
mechanischen Positioniersystems und einer geringen Driftbewegung des Präparates
geht die ursprüngliche Übereinstimmung zwischen anvisiertem optischen Punkt und
assoziierter Tischkoordinate zunehmend verloren. Evident wird diese Positionierun-
genauigkeit beim Anfahren der ursprünglichen Koordinaten des Stimulationspunktes
nach mehreren Stimulationsdurchläufen (rechtes Bild, solides Fadenkreuz). Der optisch
identifizierte Stimulationspunkt besitzt nun eine hiervon abweichende Position (ge-
stricheltes Fadenkreuz). Zur Kompensation dieser Ungenauigkeit können ausgewiesene
Stimulationspunkte zu optischen Referenzpunkten ernannt werden, nach deren Anfahrt
ein zusätzlicher Korrekturschritt erfolgt. In diesem wird der den Stimulationspunkt um-
gebende Bildausschnitt aus dem Planungsbild (links, Rechteck) im Echtzeitbild (rechts,
Rechteck) aufgesucht, die Abweichung vom Zentrierpunkt ermittelt (Pfeil) und schließ-
lich durch einen Korrekturschritt der Mikroskopoptik behoben. Durch die relative Po-
sitionierung der Stimulationspunkte profitieren alle nachfolgend anzufahrenden Punkte
von dieser optischer Korrektur.
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Zwei-Objektiv-Methode

Zur Kartierung der synaptischen Konnektivität großer Hirnregionen ge-

staltet sich die Generierung eines Planungsbildes viel einfacher, wenn man

ein niedrig-vergrößerndes Objektiv verwendet, da hierdurch der enorme

Aufwand entfällt, der durch das rechenintensive Zusammenfügen vieler

stark-vergrößernder Einzelbilder entsteht. Besonders die niedrig-kontras-

tierten optischen Strukturen der tiefen, überwiegend intakten Hirnschnitt-

regionen verkomplizieren die korrekte Bildanordnung. Außerdem stellt das

Zusammenfügen vieler Einzelbilder ein rechen- und zeitaufwendiges Un-

terfangen dar. Auf der anderen Seite ist die Größe des Laserspots im

Präparat eine Funktion der verwendeten Objektivstärke, und nur stark-

vergrößernde Objektive ermöglichen die Stimulation mit einer kleinen Spot-

size. Um diesen Konflikt aufzulösen und eine hohe räumliche Präzision in

Kombination mit einem großflächigen Planungsbild zu ermöglichen, wer-

den beide Optionen in der sogenannten Zwei-Objektiv-Methode vereint.

Hierzu werden Planungsbilder mit einem niedrig-vergrößernden Ob-

jektiv (z.B. einem 4x-Objektiv und einer Bildausschnittsgröße von 4x3

mm) erzeugt, während die Stimulation unter Verwendung eines stark-

vergrößernden Objektivs, wie etwa einem 60x-Objektiv, und einem mi-

nimalen Spotdurchmesser von 3 − 5 µm durchgeführt werden. Die Initia-

lisierung der Zwei-Objektiv-Methode gestaltet sich wie folgt; vgl. Abbil-

dung 3.7.

1. Initial wählt man das 60x-Objektiv aus und adjustiert die Spitze ei-

ner Patchpipette derart, dass sie in der optischen Ebene und exakt

im Zentrum des Echtzeitbildes zu liegen kommt. Anschließend setzt

man den Mikroskopursprung neu, so dass die Pipettenspitze die op-

tische Position des Mikroskopursprungs unter der 60x-Vergrößerung

markiert.



3.4. STEUERSOFTWARE 81

Abbildung 3.7: Die 2-Objektiv-Methode. (A) Zur Initialisierung der 2-Objektiv-
Methode adjustiert man unter Verwendung des 60x-Objektivs die Spitze (Pfeil) ei-
ner Patchpipette derart, dass sie in der optischen Ebene und exakt im Zentrum des
Echtzeitbildes zu liegen kommt. Nach dem Wechsel zum 4x-Objektiv und Aufnahme
eines Übersichtsbildes, sind Ursprung (Rechteck) und Pipettenspitze (Pfeil) aufgrund
der fehlenden Parafocalität beider Objektive nicht mehr deckungsgleich (links). Durch
Markieren der Pipettenspitze ermittelt das System den zu korrigierenden Objektivoff-
set (rechts), der in der Folge zur Überführung zwischen Bild- und Tischkoordinaten
verwendet wird. (B) Nach Reselektion des 60x-Objektivs steht ein stark vergrößerndes
Bild (Inset) wieder zur Verfügung. In der Folge repräsentiert die laufend aktualisierte
Position der Mikroskopoptik im 4x-Übersichtsbild (roter Kreis am rechten Rand des
Präparates) exakt die Position der 60x-Mikroskopoptik und liefert so eine hervorragen-
de Übersicht über das Gesamtpräparat. (C) Die Präzision des Systems ist durch den
Vergleich zweier Bilder dokumentiert, die an ein und demselben Stimulationspunkt
aufgenommen wurden. Zwischen beiden Aufnahmen liegen 13 Minuten und die zwi-
schenzeitliche Stimulation von 395 Punkten. Die hohe räumliche Präzision des Systems
zeigt sich an der nahezu vollständigen Gleichheit beider Bilder.

2. Nun wechselt man auf das 4x-Objektiv und erstellt ein ausreichend

großes Übersichtsbild mitsamt der Pipettenspitze. Aufgrund der ge-

ringen Vergrößerung reichen hierzu die Aufnahmen einiger weniger

Bilder, oft genügt nur ein Bild. Da beide Linse im allgemeinen nicht

parafocal zueinander sind, stimmen Mikroskopursprung und optische

Position der Patchpipette nun nicht mehr exakt überein. Zur numeri-

schen Erfassung dieses Objektiv-Offsets klickt man mit der Maus auf

die Pipettenspitze im Übersichtsbild. Die Entfernung von Ursprung

und Pipettenspitze wird in µm errechnet und in der Folgezeit zu-

sätzlich bei der Überführung der rechnerinternen Koordinaten in die

Tischkoordinaten verwendet.

3. Der Experimentator kann nun mithilfe des 60x-Objektivs unter Ver-

wendung eines am Mikroskop angeschlossenen Monitors die zu pat-
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chende Zelle aufsuchen, währenddessen die Planung unabhängig da-

von ablaufen kann. Da die externen Positionsänderungen vom Kon-

trollsystem laufend abgefragt werden, und im Planungsbild die aktu-

elle Position angezeigt wird, wird die genaue Position der Mikrosko-

poptik innerhalb des Präparates im Stimulationsschirm angezeigt.

Diese Methode hat den Vorteil, dass nur ein Wechsel der Objektivlinse not-

wendig ist. Ein Objektivwechsel nach dem erfolgreichen Patchen der Zelle

ist überflüssig. Da beide Bilder unterschiedlicher Vergrößerungen entstam-

men, entfällt die Möglichkeit, optische Punkte zur exakten Anfahrt der im

Planungsbild markierten Punkte zu nutzen. Dies stellt jedoch per se keine

Einschränkung in der praktischen Anwendung dar: Diese Form der Stimu-

lation wird nicht dazu genutzt, die dendritischen Ausläufer eines Neurons

exakt zu stimulieren, sondern sie dient vielmehr dazu, ausgedehnte Area-

le mit einer räumlichen Präzision von rund 30-50 µm abzuscannen. Dabei

reicht es aus, dass sich der Laserspot innerhalb einer ausgewählten Hirnre-

gion, z.B. einer Hirnschicht, bewegt. Das System kann diese Anforderung

vollständig gewähren und besitzt eine frappierende Genauigkeit. Selbst

nach einer mehrstündigen Arbeit und nach wiederholten und ausgedeh-

ten Stimulationsvorgängen kehrt das System bei Anwahl einer optischen

Struktur im Planungsbild genau auf diese im Echtzeitbild zurück; vgl.

Abbildung 3.7c.

Visuelle a posteriori Identifikation der optisch stimulierten Neurone

Bei Anwendung der Zwei-Objektiv-Methode existiert keinerlei hochauflö-

sende graphische Information über den Ort der Stimulation. Zur Lösung

dieses Problems ist ein Software-Werkzeug vorhanden, das vor jeder Sti-

mulation ein Abbild des Stimulationspunktes abphotographiert, in Echt-

zeit neben der Spannungsspur anzeigt und als punktassoziiertes Bild ab-

speichert; vgl. Abbildung 3.6c. Diese zusätzliche Bildinformation kann im

Rahmen der Messauswertung dazu genutzt werden, die Schnittqualität zu
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bewerten oder die Assoziation eines ausgewählten präsynaptischen Zell-

typs mit einem charakteristischen postsynaptischen Signal an der Zielzelle

zu dokumentieren. Darüberhinaus können die in einem ersten Experiment-

durchlauf gewonnenen Einzelbilder als optische Referenzbilder in einem

zweiten Durchlauf zur wiederholten Stimulation an identischen Stimulati-

onspunkten genutzt werden.

3.5 Datenakquirierung und Datenanalyse

In diesem Abschnitt wird das entwickelte System dazu genutzt, die intra-

laminäre Konnektivität von Schicht-II-Sternzellen des medialen entorhina-

len Cortex (MEC) zu ermitteln. Hierzu wird in Abschnitt 3.5.1 initial die

räumliche Beziehung zwischen dem Stimulationsort und der Position des

Zellsomas durch die Messung des räumlichen Profils des AP-Feuerns der

exzitatorischen Neurone bestimmt. In Abschnitt 3.5.2 werden die gewon-

nenen Daten und ihre Analyse dargestellt.

3.5.1 Die effektive Auflösung des Systems: Das photo-induzierte

räumliche Antwort-Profil

Das Hauptziel von Kartierungsexperimenten ist die Identifikation der prä-

synaptischen Zellen. Mit ihren dendritischen und axonalen Bäumen erstre-

cken sich Neurone jedoch über ein weit ausgedehntes Areal. So können den-

dritische Amplifikationsmechanismen zu einem AP-Feuern führen, selbst

dann noch, wenn die aktivierte dendritische Region, der sog. Hotspot,

weit entfernt vom Zellsoma liegt (Frick et al., 2001). Zur Quantisierung

der räumlichen Beziehung zwischen Soma und Hotspot und damit zur Be-

stimmung der räumlichen Auflösung der Photostimulation innerhalb des

untersuchten Gebietes wird initial die photo-induzierte räumliche Ant-

wortaktivität der exzitatorischen Hauptzellen in der Schicht-II des MEC

bestimmt. Hierbei handelt es sich also um eine Setup- und Hirnregion-

spezifische Kalibration.
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Konkret werden current-clamp Aufnahmen der beiden exzitatorischen

Hauptneurone in der Schicht-II des MEC (Alonso & Klink, 1993), der

Sternzelle und der Pyramidenzelle durchgeführt. Aufgrund der Pleomor-

phie der inhibitorischen Interneurone wird auf ihre Charakterisierung ver-

zichtet. Der photo-induzierte Zeitverlauf des Membranpotentials wird als

Funktion der Laserspot-Position relativ zum Zellsoma gemessen; siehe Ab-

bildung 3.8a und b. Das hierzu verwendete hexagonale Gitter von Stimu-

lationspunkten besitzt einen Punktabstand von 50 µm und erstreckt sich

kreisförmig mit einem Radius von 300 µm über die perisomatische Re-

gion des Neurons. Zur Quantifizierung der punktspezifischen Aufnahmen

des Membranpotentials wird die kumulative Spike-Count-Verteilung als

Funktion der Distanz vom Zellsoma berechnet; vgl. Abbildung 3.8c. Für

diese Verteilung wird eine kritische Distanze d∗ definiert, innerhalb de-

rer sich 75% aller evozierten Spikes hervorrufen lassen. Je kleiner d∗ ist,

desto kleiner ist die Aktivierungsregion und umso größer ist der Informa-

tionsgehalt der Kartierungsdaten bezüglich der räumlichen Lokalität des

Zellsomas.

Zur Analyse des Einflusses der Lichtenergie auf die kritische Distanz

d∗ ist die Verteilung von d∗ als Funktion des Laser-Energielevels in Abbil-

dung 3.8d dargestellt. Der Median von d∗ beider Zellpopulationen variiert

nur geringfügig für unterschiedliche Energiestufen. So erstreckt sich der

Median d∗ für Sternzellen von 137.6 µm bis 151.7 µm and von 198.4 µm bis

213 µm für Pyramidenzellen. Das Antwortprofil der Sternzelle ist durch ei-

ne höhere Auflösung gekennzeichnet, d.h. für die Lichtenergie Estim besitzt

die Verteilung der kritischen Werte d∗ einen Median von 141.6 µm (Inter-

quartilsabstand: 32 µm) für Sternzellen und einen Median von 198.4 µm

(Interquartilsabstand: 38.7 µm) für Pyramidenzellen.
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Abbildung 3.8: Photo-induzierte räumliche Antwortaktivität eines Einzelneurons. (A)
Zur Charakterisierung der photo-induzierten Aktivität eines current-clamped Neurons
als Funktion der Laserspot-Position relativ zum Soma (Dreieck) wird ein hexagonales
Punktraster, das eine kreisförmige Region von 300 µm um die Zelle bedeckt und einen
Punktabstand von 50 µm besitzt, nacheinander mit unterschiedlichen Lichtenergien
photostimuliert. Die punktspezifische zeitliche Entwicklung des Membranpotentials ist
in topographischer Ordnung abgebildet, die perisomatische Region wird durch einen
150 µm Kreis (gestrichelter Kreis) um das Soma definiert. Überschwellige Aktivie-
rungen werden hauptsächlich perisomatisch (schwarz gefärbt) hervorgerufen, können
aber auch von außerhalb der perisomatischen Region induziert werden (grau einge-
färbt). Multiple Spikes sind exklusiv perisomatisch lokalisiert. (B) Wie in (A), nur
mit einer 150 % Stimulationsenergie. Alle in (A) identifizierten Hotspots zeigen ein hö-
heres Aktivierungslevel, und vormals auffallende unterschwellige Aktivierungen werden
überschwellig. (C) Die kumulative Spike-Count-Verteilung als Funktion der Entfernung
vom Stimulationspunkt. Der kritische Wert d∗ definiert jene Entfernung vom Soma, in
welcher 75 % aller Spikes hervorgerufen werden. (D) Boxplot der Verteilung von d∗

als Funktion der normalisierten Laserenergie in beliebigen Einheiten für Sternzellen
(schwarz, N=27) and Pyramidenzellen (grau, N=18). Die Boxen zeigen den Median
und die 25 % und 75 %-Quartile. (E) Verteilung der kritischen Entfernung d∗ nach der
Vereinigung beider Zelltypen. Die Energie Estim liefert den kleinsten Median d∗. (F)
Spike-Count-Verteilung als Funktion der Distanz für beide exzitatorischen Zelltypen
separiert und vereint betrachtet, bei einer Laserenergy von Estim.
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Zur Identifikation der optimalen Stimulusenergie wird die Verteilung

der kritischen Distanzen d∗ für beide exzitatorische Zelltypen ermittelt.

Wie in Abbildung 3.8e gezeigt, induziert die Stimulationsenergie Estim=1

die kleinste kritische Distanz von 155.1 µm (Interquartilsabstand: 81.3

µm) und wird deshalb zur Durchführung der Kartierungsexperimente ver-

wendet.

Darüberhinaus wurde das durchschnittliche räumliche Antwortprofil

beider exzitatorischen Zelltypen bestimmt. Die radiale Spike-Count-Ver-

teilung als Funktion der Distanz zwischen Stimulationsort und Soma ist

in Abbildung 3.8f gezeigt: Sternzellen zeigen ein scharfes Maximum bei

80 µm, wohingegen das Profil der Pyramidenzellen durch ein flaches Ma-

ximum zwischen 120 µm und 210 µm charakterisiert ist. Beide Antwort-

profile dokumentieren, dass das Soma nicht die Region mit der höchs-

ten Glutamat-Sensitivität ist. Diese findet sich in einem perisomatischen

Kreissegment, das sich von 57 µm bis 133 µm für Sternzellen und von

112 µm bis 214 µm für Pyramidenzellen erstreckt.

In Kartierungsexperimenten ohne optische Kontrolle der stimulierten

Neurone ist eine Unterscheidung zwischen den aktivierten, potentiell prä-

synaptischen Zelltypen nicht möglich. Um mit dieser Ungenauigkeit um-

zugehen, wurde das durchschnittliche Antwortprofil über beide exzitatori-

sche Zelltypen ermittelt; vgl. Abbildung 3.8f. Die Region mit der höchsten

photo-induzierten Aktivität erstreckt sich über ein perisomatisches Kreis-

segment von 75 µm bis 160 µm.

3.5.2 Kartierung der funktionellen Konnektivität von entor-

hinalen Schicht-II Sternzellen

In diesem Abschnitt wird das Muster der intralaminären funktionellen

Konnektivität der medialen entorhinalen Schicht-II-Sternzellen analysiert.

Zu diesem Zweck wird die Zelle im Voltage-clamp Modus bei einem Ru-

hemembranpotential von −60 mV gehalten. Zur simultanen Detektierung
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von EPSCs wie auch IPSCs wird eine intrazelluläre Lösung verwendet, die

eine niedrige Chloridkonzentration aufweist (Pouille & Scanziani, 2001);

siehe Methoden in Abschnitt 3.3. Die Stimulationsregion erstreckt sich

über die gesamte Schicht II des medialen entorhinalen Cortex und bedeckt

eine Fläche von näherungsweise 2.5 mm x 0.5 mm.

Datenanalyse

An jedem Stimulationspunkt wird ein intrazelluläres Stromsignal von 600 ms

Dauer mit einer Digitalisierungsrate von 5 kHz aufgenommen. Für die

nachfolgende Analyse wird das aufgenommene Signal, wie in Abbildung 3.9a

gezeigt, in vier Zeitintervalle unterteilt (I, IIa, III und IIb). In Zeitintervall

I, welches eine Dauer von 150 ms besitzt, wird die Zelle einem 4 mV Test-

stimulus zur Bestimmung des Zell- und Serienwiderstandes ausgesetzt. Zu

Beginn des Zeitintervalls III, zum Zeitpunkt t=300 ms, wird der 2 ms

andauernde Lichtstimulus appliziert. PSCs, die in dem 86 ms andauern-

den Zeitintervall III detektiert werden, werden als photo-induzierte PSCs

klassifiziert. Konkret werden Signale, die innerhalb der ersten 5 ms nach

Stimulusinitiierung auftreten, als direkte Signale, PSCs die später im Zei-

tintervall III (5 ms bis 86 ms nach Lichtstimulus) auftreten, als indirekte

Signale klassifiziert. Zur Schätzung der spontanen Aktivität werden zu-

sätzlich PSCs in Zeitintervall IIa (150 ms Dauer) und IIb (214 ms Dauer),

die das Zeitintervall III umranden, detektiert. PSCs in den Zeitintervallen

IIa/b werden als spontane Signale gewertet; vgl. Abbildung 3.9c.

Zur Spezifierung der Dauer von Zeitintervall III, in welchem auftreten-

de PSCs als photo-induziert klassifiziert werden, wird die durchschnittliche

PSC-Rate während der Prozessierung des Stimulusprotokolls als Funk-

tion der Zeit berechnet; vgl. Abbildung 3.9d. Nur jene Zellen wurden

in die Analyse miteinbezogen, bei denen die PSC-Rate eine signifikante

(student’s t-test, p < 0.05) Zunahme nach Lichtapplikation entwickel-

te (N=17/20). Das der Lichtapplikation vorausgehende Zeitintervall IIa
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Abbildung 3.9: PSC-Detektion und Klassifikation. (A) An jedem Stimulationspunkt
wird ein punktspezifisches Signal von 600 ms Dauer aufgenommen und nachfolgend in
vier Zeitintervalle (I, IIa, III und IIb) aufgeteilt. Zeitintervall I wird zur Dokumentation
der zeitlichen Entwicklung der Aufnahmeparameter genutzt. Zu Beginn von Zeitinter-
vall III, zum Zeitpunkt t=300 ms, wird der Lichtstimulus (gelber Balken) appliziert
(Dauer 2 ms). All jene in III detektierten PSCs werden als photo-induzierte Signale ge-
wertet. (B,C) PSCs werden mithilfe eines iterativen Algorithmus, der in Abschnitt 3.3.2
beschrieben ist, detektiert. Zur Verbesserung der Detektion werden geringfügige Fluk-
tuationen in der Originaltrajektorie (graue Funktion) durch interpolierende Splines
(schwarze Funktion) substituiert. Der Algorithmus ermittelt die Grundlinie (gepunk-
tete Linie), die Initiierung und den Peak (Punkte) des PSCs und die Abklingkonstante
(Kreuz). Darüberhinaus unterscheidet er zwischen direkten PSCs (magenta), indirek-
ten EPSCs (blau) und indirekten IPSCs (cyan). Im Gegensatz zum Beispiel in (B) zeigt
das aufgenommene Signal in (C) ein spontanes EPSC. (D) Zur Herleitung eines Krite-
riums, das die Dauer von Zeitintervall III definiert, ist die durchschnittliche punktspe-
zifische PSC-Rate als Funktion der Zeit aufgetragen (graue Funktion, bin size=0.2 ms,
N=17/20) und zusätzlich mit einem Gauss-Filter (σ=5 ms) geglättet (rote Funktion).
Die mittlere Rate von Zeitintervall II definiert die spontane PSC-Rate von 3.6 Hz (grü-
ne durchgezogene Linie). Unmittelbar nach Lichtapplikation steigt die PSC-Rate rasch
an, erreicht ihr Maximum nach 23 ms und fällt langsam ab, um nach 167 ms nach Sti-
mulusapplikation das Niveau der Spontanrate wieder einzunehmen. Jenes Zeitfenster,
in welchem die PSC-Rate eine Standardabweichung (σr=1.8 Hz) oberhalb der durch-
schnittlichen spontanen PSC-Rate (gestrichelte grüne Linie) liegt, definiert die Dauer
von Zeitintervall III (∆t=81.2 ms).
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ist charakterisiert durch eine nahezu kontante PSC-Rate. Der Mittelwert

dieses Zeitintervalls definiert die spontane PSC-Rate während des Expe-

rimentes (ν = 3.6 Hz; grüne solide Linie in Abbildung 3.9d). Unmittelbar

nach Lichtapplikation, zu Beginn von Zeitintervall III, steigt die PSC-

Rate rasch an, erreicht ihr Maximum von 13 Hz nach 23 ms und klingt

dann langsam auf das Niveau der spontanen PSC-Rate ab, die sie 168 ms

nach Stimulusapplikation erreicht und bis zum Ende von Zeitintervall IIb

beibehält. Dieser Anstieg der PSC-Rate wird durch die photo-induzierten

PSCs hervorgerufen. Die Hälfte der photo-induzierten PSCs erreicht die

Zielzelle innerhalb der ersten 32 ms, 75 % der photo-induzierten PSCs

innerhalb der ersten 51.4 ms nach Stimulusapplikation. Zur Verbesserung

des Signal-Rausch-Abstands der photo-induzierten PSCs wird das Zeitin-

tervall III als jenes Zeitfenster definiert, in welchem die PSC-Rate eine

Standardweichung (σr = 1.7 Hz) oberhalb der durchschnittlichen sponta-

nen PSC-Rate besitzt (gepunktete grüne Line in Abbildung 3.9d). Nach

dieser Regel ergibt sich für die Dauer des Zeitintervalls III ein Wert von

∆t=86 ms.

Zur Quantifizierung des punktspezifischen synaptischen Eingangs wird

ein Summensignal durch die Addition der Peak-Amplituden der photo-

induzierten, also in Zeitintervall III detektierten, PSCs gebildet. Da beide

Signaltypen, spontane und photo-induzierte PSCs, ähnliche biophysikali-

sche Kenngrößen besitzen (Peak-Amplitude, Rise- und Decay-Konstante),

ist eine einfache Separation dieser Einzelereignisse nicht ohne weiteres

möglich. Zur numerischen Korrektur der Spontanaktivität wird das durch-

schnittliche Summensignal von Zeitintervall IIa und IIb von dem photo-

induzierten indirekten Summensignal von Zeitintervall III subtrahiert.

Diese punktspezifische Hintergrundkorrektur des indirekten, synapti-

schen Eingangs wird dadurch gerechtfertigt, dass sich der Zeitverlauf der

Spontanrate während eines Experiments signifikant ändern kann; jedoch

mit einer wesentlich langsameren Zeitskala als die photo-induzierte Rate.
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Abbildung 3.10: Subtraktion der Hintergrundaktivität vom Summensignal. (A,C) Das
photo-induzierte Summensignal von Zeitintervall III ist in topographischer Ordnung ab-
gebildet; der Ort der Zielzelle ist durch einen blauen Kreis markiert. Im Gegensatz zum
Versuch in (A), der durch eine niedrige spontane PSC-Rate charakterisiert ist, zeigt
der Versuch in (C) eine relativ hohe spontane PSC-Rate. (B,D) Zur Korrektur der
spontanen Aktivität wird vom photo-induzierten Summensignal das durchschnittliche
Summensignal der Zeitintervalle IIa und IIb punktspezifisch subtrahiert. Die so korri-
gierten Summensignale ändern sich nur geringfügig für (A), während für (C) mehrere
Signale verschwinden. Die Subtraktion führt hier zu einer Akzentuierung der Hotspots
durch eine überdurchschnittliche Verkleinerung der schwachen Summensignale.

Noch nach zwei Sekunden lässt sich eine signifikante Korrelation von

0.11 zwischen den Spontanraten nachfolgender Signale feststellen (stu-

dent’s t-test, p<2 · 10−4). Im Gegensatz dazu kann eine Korrelation zwi-

schen spontaner und photo-induzierter Aktivität während eines Versuchs

nicht beobachtet werden. Der Effekt der Korrektur der Hintergrundakti-
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vität auf die resultierende Kartierung der indirekten Eingänge ist in Ab-

bildung 3.10 dargestellt. EPSC- und IPSC-Rate sind sowohl für photo-

induzierte als auch für spontante PSCs bestimmt.

Ergebnisse

In einem ersten Schritt wurden die Rate und die biophysikalischen Ei-

genschaften der detektierten photo-induzierten und spontanen PSCs ana-

lysiert. Hierbei stellte sich heraus, dass die photo-induzierte PSC-Rate

rP signifikant höher (student’s t-test, p<8 · 10−4) für EPSCs (rP
exc=6.8±5

Hz) als für IPSCs (rP
inh=2.2±1.6 Hz) ist. Gleichermaßen ist die spontane

EPSC-Rate (rS
exc=3.4±2.5 Hz) signifikant höher (p<3·10−5) als die spon-

tane IPSC-Rate (rS
inh=0.4±0.4 Hz).

Die durchschnittlichen Quotienten R zwischen photo-induzierter und

spontaner PSC-Rate betragen Rexc=2.3±0.8 und Rinh=7.4±6.4. Der inhi-

bitorische Antwortquotient ist signfikant (p<0.0024) höher als der exzita-

torische Antwortquotient.

Die folgenden biophysikalischen Kenngrößen wurden für die photo-

induzierten PSCs ermittelt (Mittelwert ± Standardabweichung des Mit-

telwerts): EPSCs zeigen eine mittlere Peak-Amplitude von −25.5±0.3 pA

(N=4024), während IPSCs eine mittlere Peak-Amplitude von 22±0.5 pA

(N=1195) besitzen. Die mittlere Abklingkonstante ist 6.5 ± 0.08 ms für

photo-induzierte EPSCs, und 11.6 ± 0.26 ms für photo-induzierte IPSCs.

Spontane PSCs besitzen geringfügige aber signifikante (t-test, p <

10−17) unterschiedliche biophysikalische Kenngrößen: Die mittler Peak-

Amplituden verringert sich sowohl für spontane EPSCs (−14.7 ± 0.1 pA,

N=10272) als auch für spontane IPSCs (13.4±0.1 pA, N=1084). Zusätz-

lich steigt die mittlere Abklingkonstante für spontane EPSCs auf 7.5 ±

0.06 ms und für spontane IPSCs auf 14.3 ± 0.3 ms. Da die Kenngrößen

von photo-induzierten und spontanen PSCs sich nur geringfügig vonein-

ander unterscheiden, ist ihre eindeutige Separation nicht möglich.
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Abbildung 3.11: Direkte Aktivierung und Input-Karte einer MEC-II Sternzelle. (A)
Direkte Aktivierung einer Schicht-II-Sternzelle (Soma als blauer Kreis) als Funktion
des Stimulationspunktes. Die direkte Aktivierung zeigt sich als ein zusammenhän-
gendes Areal, ihre Amplitude erreicht einen Maximalwert von 450 pA. (B) Direktes
Aktivierungsprofil einer zweiten Sternzelle. Obwohl Hotspots meist perisomatisch lo-
kalisiert sind, können sie auch in Regionen, die bis zu 300 µm weit vom Soma entfernt
liegen, auftreten. (C,D) Beispiele einer afferenten Karte einer Sternzelle (dieselbe wie
in A), aufgeteilt in exzitatorische und inhibitorische Summensignale, dargestellt als
Funktion des Stimulationspunktes. Sternzellen empfangen ihren synaptischen Eingang
sowohl von exzitatorischen als auch von inhibitorischen Neuronen, wobei die exzitato-
rischen Eingänge die gesamte Schicht-II des medialen entorhinalen Cortex bedecken.
Das exzitatorische Summensignal beträgt bis zu -180 pA, wohingegen das inhibitori-
sche Summensignal einen maximalen Wert von 120 pA annimmt. Zur Quantifizierung
der mittleren (Nexc=18, Ninh=18) räumlichen Verteilung von exzitatorischen (E) und
inhibitorischen (F) synaptischen Eingängen, ist die mittlere Summendichte j für un-
korrigierte (blaue Funktion) und Hintergrund-korrigierte (rote Funktion) Karten als
Funktion der Distanz zwischen dem Stimulationsort und dem Soma der Zielzelle aufge-
tragen. Exzitatorische Eingänge entspringen von weiter distal gelegenen Lokalisationen
als die inhibitorischen, welche akzentuierter um das Zellsoma herum lokalisiert sind.
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In einem zweiten Schritt wird die Stärke des synaptischen Eingangs

mithilfe des Hintergrund-korrigierten exzitatorischen und inhibitorischen

Summensignals quantisiert, die für jeden Stimulationspunkt berechnet

wird. Abbildung 3.11 zeigt eine ausgesuchte, repräsentative afferente Karte

für exzitatorische (Abbildung 3.11a) und inhibitorische (Abbildung 3.11b)

Summensignale. Die Sternzelle besitzt sowohl exzitatorische als auch in-

hibitorische synaptische Eingänge. Die exzitatorischen Eingänge entstam-

men von der gesamten Schicht-II des medialen entorhinalen Cortex. Das

exzitatorische Summensignal ist größer als das inhibitorische Summensi-

gnal. Es kann bis zu 220 pA pro Stimulationspunkt betragen.

Zur Quantisierung der räumlichen Verteilung des synaptischen Ein-

gangs über alle Versuche (Nexc = 17, Ninh = 17) wird die mittlere Sum-

mendichte j(r) (Strom pro Fläche) als Funktion der Entfernung r des

Stimulationsortes vom Soma der Zielzelle berechnet; vgl. Abbildung 3.11c

und d. Sowohl die exzitatorische als auch die inhibitorische mittlere Sum-

mendichte verringert sich mit zunehmender Entfernung vom Zellsoma. Be-

rechnet man den Quotienten zwischen der mittleren Summendichte des

ersten und zweiten perisomatischen Millimeters, erhält man 3 : 1 für Ein-

wärtsströme und 6 : 1 für Auswärtsströme. Folglich entspringen exzitato-

rische Eingänge von weiter distal gelegenen Orten als die inhibitorischen

Eingänge, die akzentuierter aus der perisomatischen Region herrühren.

Abschließend wird die Reproduzierbarkeit der direkten und synapti-

schen Aktivierungsprofile durch die wiederholte Prozessierung eines iden-

tischen Stimulationsmusters gemessen (Ntrials = 4); vgl. Abbildung 3.12.

Hier zeigt sich, dass das direkte Aktivierungsprofil, d.h. dessen räumliche

Ausdehung und die punkt-spezifischen Peak-Amplituden, nahezu iden-

tisch für alle Versuche ist (Abbildung 3.12a). Im Gegensatz dazu zeigt

das exzitatorische Summensignal eine höhere Variabilität zwischen den

Versuchen (Abbildung 3.12b). Ursache hierfür sind die unreliable AP-

Erzeugung und -Transmission und die hohe spontane Hintergrundaktivi-
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Abbildung 3.12: Reproduzierbarkeit der Aktivierung. (A) Darstellung einer direk-
ten Aktivierung einer Schicht-II-Sternzelle (Soma als blauer Kreis) als Funktion des
Stimulationspunktes für zwei von vier Versuchen, bei denen mit einem identischen
Muster stimuliert wird. Das Aktivierungsprofil ist nahezu identisch für beide Versuche.
(B) Wie in (A) für das exzitatorische Summensignal, das eine höhere Variation zwi-
schen den Versuchen zeigt. Ursächlich hierfür sind die unreliable AP-Erzeugung und
-Transmission und die hohe Hintergrundaktivität. (C) Topographische Darstellung von
Mittelwert und Variationskoeffizient (CV ) des punkt-spezifischen Summensignals über
alle Versuche (Ntrials = 4). Die Größe des Mittelwerts und des CV sind durch die Farbe
bzw. den Radius des zugehörigen Stimulationspunktes repräsentiert. Signale, die durch
eine hohe Variabilität gekennzeichnet sind (=kleiner Radius), besitzen meist geringe
Amplituden. Große Summensignale sind vorzugsweise von geringer Variabilität. Dem-
nach werden starke synaptische Verbindungen, ungeachtet eines großen Rauschlevels,
zuverlässig detektiert.

tät während des Stimulationsprozesses. Der über alle Versuche gemittelte

Quotient R zwischen der photo-induzierten und spontanten EPSC-Rate

beträgt Rexc = 1.4 ± 0.18. Mit dem Ziel, den Grad der Ähnlichkeit zwi-

schen den afferenten Karten zu quantifizieren, werden Mittelwert und Va-

riationskoeffizient (CV ) des punkt-spezifischen Summensignals über alle

Versuche berechnet. Beide Parameter sind in Abbildung 3.12c topogra-

phisch dargestellt, wobei die Größen von Mittelwert und CV durch die

Farbe bzw. den Radius des korrespondierenden Stimulationspunktes re-

präsentiert sind. Signale mit einer hohen Variabilität besitzen meist ge-

ringe Amplituden, während große Summensignale vorzugsweise von gerin-

gerer Variabilität sind. Folglich werden starke synaptische Verbindungen,

ungeachtet eines großen Rauschlevels, zuverlässig detektiert.



3.6. DISKUSSION 95

3.6 Diskussion

In diesem Kapitel wurde eine Software-Lösung zur einfachen Planung

und Durchführung von Photostimulationsexperimenten vorgestellt und

zur Kartierung der intralaminären Konnektivität der MEC-Schicht-II-Stern-

zelle genutzt. Die Ausarbeitung des Stimulationsvorgangs, d.h. die Defi-

nition der Stimulationsorte und die Festlegung der Reihenfolge ihrer Pro-

zessierung, geschieht auf Basis eines großflächigen Übersichtsbildes, das

vor Beginn des Experiments mit einem niedrig-vergrößernden Objektiv

erstellt worden ist. Die eigentliche Photostimulation wird anschließend

mit einem stärker-vergrößernden Objektiv zur Reduktion der Lichtspot-

größe und damit zur Erhöhung der räumlichen Auflösung durchgeführt.

Ermöglicht wird diese 2-Objektiv-Methode durch die Herstellung einer Be-

ziehung zwischen der Position des Laserspots im mechanischen Raum und

seiner Position innerhalb eines Mikroskopbildes. Durch dieses Vorgehen

umgeht man u.a. die methodisch schwierige, postexperimentelle Bestim-

mung der Stimulationspunkte. Die räumliche Auflösung im zweidimensio-

nalen Raum wurde für Sternzellen und Pyramidenzellen in der Schicht-II

des medialen entorhinalen Cortex bestimmt. Die funktionelle Konnektivi-

tät der MEC-Schicht-II-Sternzelle wurde kartiert. Die Ergebnisse sind in

guter Übereinstimmung mit jenen Resultaten, die von anderen Arbeiten

bekannt sind (Kumar et al., 2007). Die Analyseroutine detektiert automa-

tisch synaptische Ereignisse, deren Quantifizierung unter Miteinbeziehung

der synaptischen Hintergrundaktivität durchgeführt wurde.

3.6.1 1-Photonen- versus 2-Photonen-Uncaging

Verglichen mit den kürzlich entwickelten 2-Photonen-basierten Ansätzen,

die eine echte Einzelzell-Auflösung auf Basis einer kombinierten Anwen-

dung von Glutamat-Uncaging und der Einfärbung von neuronalen Zellkör-

pern erzielen (Nikolenko et al., 2007), erscheint der 1-Photonen-Ansatz pri-

mär begrenzt. So kann eine spezifische indirekte postsynaptische Antwort
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aufgrund der Lichtstreuung innerhalb des neuronalen Gewebes die Ak-

tivierung mehrerer präsynaptischer Zellen widerspiegeln. Diese inherente

Eigenschaft von 1-Photonen-Systemen resultiert aus dem relativ größe-

ren Freisetzungsvolumen von Glutamat. Unter Berücksichtigung des aus-

gedehnten räumlichen Profils der Einzelzellaktivierung, welche durch die

Aktivierung dendritischer Abschnitte hervorgerufen wird, ist es schwie-

rig, das Soma der Zielzelle präzise im Raum zu lokalisieren. Aus diesem

Grund gestaltet sich die Entscheidung, ob Antworten benachbarter Sti-

mulationspunkte gleichen oder unterschiedlichen Zellen zuzuordnen sind,

mitunter als schwierig. Ungeachtet dessen besteht die Möglichkeit - eine

für 60-90 Minuten stabile Whole-Patch-Clamp-Ableitung vorausgesetzt -

großflächige, mehrere Quadratmillimeter große corticale Areale systema-

tisch abzutasten. Auf dieser räumlichen Skala kann eine quantitative Aus-

sage über die Konnektivitätsmuster einer Einzelzelle in Bezug auf corti-

cale Unterregionen, Schichten und benachbarte Regionen auch ohne eine

echte Einzelzellauflösung getroffen werden und zur Ausarbeitung zelltyp-

spezifischer Innervationsmuster genutzt werden. Im Vergleich zu den tech-

nisch anspruchvolleren 2-Photonen-basierenden Systemen ist ein Lucifer-

basierendes System sehr kostengünstig, da nur wenige zusätzliche Stan-

dardgerätschaften zur Aufrüstung eines Infrarot-Videomikroskopie-DIC-

Patch-Clamp-Setups zu einem Photostimulations-Setup notwendig sind.

Aus dieser Perspektive offeriert die Lucifer-Software einige einzigartige Ei-

genschaften, die im direkten Vergleich mit anderen 1-Photonen-Ansätzen

hervorstechen.

3.6.2 Vergleich zu anderen 1-Photonen-Uncaging-Setups

Im allgemeinen existieren für 1-Photonen-Uncaging-Setups zwei unter-

schiedliche Grundkonzepte zur Positionierung des Laserstrahls in mikro-

skopischen Schnittpräparaten. Die erste Möglichkeit besteht darin, den

Laserstrahl an die unterschiedlichen Positionen im Blickfeld des statio-
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nären Mikroskops auszulenken und nachfolgend die stimulierten Positio-

nen dem Mikroskopbild zuzuordnen (Shepherd et al., 2003). Die Größe des

Blickfeldes hängt dabei von der Vergrößerung des verwendeten Objektivs

ab. Dieser Nachteil kann zwar durch die Repositionierung des Mikroskops

in angrenzende Areale kompensiert werden (Jin et al., 2006), erfordert

jedoch das nachträgliche Zusammenfügen einer - von der Auflösung ab-

hängigen - großen Anzahl von DIC-Bildern. Desweiteren erschwert dieses

Procedere die genaue, an Schichten oder Subregionen orientierte Planung

der Stimulation. Aus diesem Grund hat der Experimentator stets einen

Kompromiss zwischen der Größe des zu untersuchenden Areals und der

Größe des Laserspots zu finden.

Die zweite Option besteht darin, Objektiv und Schnittpräparat rela-

tiv zueinander zu bewegen. Der Laserspot wird nun vom Focuspunkt des

Objektivs definiert. Für gewöhnlich wird die XY-Ebene in fest definierten

Schritten um die gepatchte Zelle herum abgetastet. Die Möglichkeit einer

variablen und individuellen, an den corticalen Subregionen orientierten

Anpassung des Stimulationsgebietes ist nicht gegeben. In dem nachfolgen-

den Arbeitsschritt wird das stimulierte Raster post-experimentell über ein

niedrig-vergrößerndes (2.5x oder 4x) Bild (Schubert et al., 2001) oder über

ein fixiertes Schnittpräparat superpositioniert (Katz & Dalva, 1994). Eine

andere Möglichkeit, die zuverlässige Identifikation der exakten Stimula-

tionspositionen vorzunehmen, besteht darin, nach Abschluß des Stimu-

lationsvorganges mithilfe des Lasers Orientierungspunkte in den Schnitt

einzubrennen (Brivanlou et al., 2004; Dantzker & Callaway, 2000). Auf-

grund der zeitlich akkumulierenden inherenten Ungenauigkeit des Posi-

tioniermechanismus geht die Korrespondenz zwischen Bildkoordinate und

Stimulationspunkt jedoch zunehmend verloren.

Zusammenfassend gilt, dass alle Ansätze, die Objektiv und Schnitt-

präparat relativ zueinander mechanisch bewegen, stets mit der schwieri-

gen post-hoc Bestimmung der exakten Lokalisation der Stimulationspunk-
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te konfrontiert sind. Desweiteren führt das Prozessieren standardisierter

Punktraster zu einem unflexiblen Stimulationsablauf, zu großflächigeren

Abtastregionen und damit zwingend zu länger andauerenden Experimen-

ten.

Die hier vorgestellte Steuersoftware umgeht die Problematik einer nach-

träglichen Zuordnung der Stimulationspunkte, indem sie initial die Positi-

on des Laserspots im mechanischen Raum mit seiner Position in einem mi-

kroskopischen Planungsbild assoziiert. Diese Lösung schafft ein Höchstmaß

an Flexibilität. So wird es hierdurch möglich, ein niedrig-vergrößerndes

DIC-Bild, das eine mehrere Quadratmillimeter große Hirnregion abbil-

det und als Planungsbild für die Stimulation fungiert, mit einem stark-

vergrößernden Objektiv zur räumlich-präzisen Stimulation zu kombinie-

ren. Der Vergrößerungsfaktor des Objektivs und damit die räumliche Prä-

zision der Stimulation können damit unabhängig von der Größe der zu

analysierenden Hirnregion gewählt werden. Navigation und Planung kön-

nen während des Patchens der Zelle mit großer zeitlicher Effizienz voll-

zogen werden, so dass die Definition von individuellen, an den morpho-

logischen Gegebenheiten des Hirnschnitts orientierten Punktrastern onli-

ne durchgeführt werden kann. Die Fähigkeit des Systems, hochauflösende

DIC-Bilder des Stimulationsortes während des Stimulationsvorgangs zu

erstellen und sie später bei Bedarf zu einem Gesamtbild zusammenzufü-

gen, kann u.a. dazu genutzt werden, die Schnittqualität der untersuchten

Hirnregion nachträglich zu bewerten.

3.6.3 Effektive Auflösung des Systems

Das System wurde zur Bestimmung der intralaminären Konnektivität der

Schicht-II-Sternzellen des medialen entorhinalen Cortex genutzt, deren

funktionelle Konnektivität schon vorher mithilfe eines niedrig-vergrößernden

Objektivs (5x) und von Spiegel-Galvanometern zur Positionierung des La-

serspots im Hirnschnitt ermittelt wurde (Kumar et al., 2007). Zur Messung
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der räumlichen Auflösung des Uncaging-Systems in der zu untersuchenden

Hirnregion wird diese durch die Messung jenes perisomatischen Radius

bestimmt, in welchem die gepatchte Zelle die Mehrzahl ihrer Aktions-

potentiale in Folge eines Lichtimpulses emittiert (Dantzker & Callaway,

2000; Schubert et al., 2001; Shepherd et al., 2003). Leider haben es Ku-

mar et al. (2007) versäumt, quantitative Angaben bezüglich der effektiven

räumlichen Auflösung ihres Uncaging-Setups zu machen, sie beschränken

sich auf die Aussage, dass ’photostimulation sites that evoked action po-

tentials (’hotspots’) tended to be near recorded somata’, so dass ein ge-

nauer Vergleich der räumlichen Auflösung beider Systeme nicht möglich

ist. Interessanterweise besitzt das direkte Aktivierungsprofil in den hier

durchgeführten Experimenten sein Maximum in der perisomatischen Re-

gion mit einer maximalen Aktivierung an den proximalen Dendriten und

einer zum Soma hin abnehmenden Sensitivität auf freigesetztes Glutamat.

Abweichend hiervon stellt sich das von Kumar et al. (2007) gezeigte Akti-

vierungsprofil dar, dessen Maximum unmittelbar über dem Soma der Zelle

zu liegen kommt. Dieses abweichende Ergebnis ist möglicherweise auf die

größere Spotsize des niedrig-vergrößernden (5x) Objektivs im Gegensatz

zu dem hier verwendeten 60x-Objektivs zurückzuführen.

Bei der direkten Stimulation von Sternzellen im entorhinalen Cortex

fällt auf, dass die effektive (Hirnregion-spezifische) Auflösung größer ist

als für Neurone im Barrel Cortex (Schubert et al., 2001; Shepherd et al.,

2003) und für Pyramidenzellen im visuellen Cortex, deren apicaler Dendrit

entfernt wurde (Dantzker & Callaway, 2000). Unterschiedliche Zelltyp-

spezifische kritische Distanzen d∗ wurden ermittelt (Pyramidenzelle mit

198 µm vs. Sternzellen mit 148 µm). Diese Zelltyp-spezifische Differenzen

sind höchstwahrscheinlich auf die unterschiedliche dendritische Ausdehun-

gen und Orientierung zur corticalen Oberfläche und einer unterschied-

lichen Glutamat-Rezeptor-Sensitivität zurückzuführen. Der Durchmesser

der überschwelligen Antworten um einen Zellkörper besitzt ein Minimum
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bei ungefähr 150 µm, so dass eine Abtastung mit einem 30 µm im Durch-

messer großen funktionellen Lichtkegeldurchmesser, welcher über ein he-

xagonales Gitter von 60 µm bewegt wird, eine ausreichende Auflösung

darstellt.

3.6.4 Kartierung der indirekten Antworten

Die Unterscheidung von direkten und indirekten EPSCs gelingt unmit-

telbar anhand jener Verzögerung, die bis zum Einsetzen der EPSCs nach

Stimulusinitiierung auftritt (Onset-Verzögerung) (Dantzker & Callaway,

2000). Die Dauer des Zeitfensters zur Detektion von indirekten Antwor-

ten basiert auf dem zu beobachtbaren Anstieg der photo-induzierten PSC-

Rate, die eine Standardabweichung oberhalb der durchschnittlichen Spon-

tanaktivität aufweist. Durch die Verwendung einer intrazellulären Lösung,

die eine geringe Chlorid-Ionen-Konzentration besitzt und bei gleichzeiti-

gem Voltage-Clamping der Zelle bei -60 mV, gelingt es, sowohl EPSCs als

auch IPSCs in einem Stimulationsdurchgang zu erfassen (Pouille & Scan-

ziani, 2001). Die Analysesoftware detektiert die PSCs und bestimmt au-

tomatisch ihre Onset-Verzögerung, Peak-Amplitude, das Flächenintegral

unter der Kurve und Anstiegs- und Abklingkonstante der detektierten Si-

gnale.

Die durchgeführten Mapping-Experimente dokumentieren exemplarisch

das Konzept der selektiven Stimulation einer flächenhaften, jedoch spezifi-

schen corticalen Subregion (Schicht-II des medialen entorhinalen Cortex).

Sie zeigen auf, dass die Region-spezifische Stimulation mit einer Reduk-

tion der Stimulationspunkte einhergeht, was in einer Zeitersparnis und

letztendlich in einer statistischen Zunahme der gewonnenen Daten pro

Experimentiertag mündet. Im Zuge der Sliceanfertigung kann es zu einer

Beschädigung der Integrität des Hirngewebes kommen. Die hiermit ein-

hergehende Zerstörung der axonalen Zellverbindungen kann als Ursache
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für die Abnahme präsynaptischer Kontakte bei zunehmender Distanz von

der Zelle angenommen werden. Aus diesem Grund liegt das Hauptein-

satzgebiet der funktionellen Kartierung präsynaptischer Verbindungen im

quantitativen Vergleich unterschiedlicher Zelltypen. Ein weiterer wichtiger

Gesichtspunkt ist die Modifikation des Innervationsmusters eines Zelltyps

als Reaktion auf eine bestimmte Reizexposition, etwa im Rahmen eines

Epilepsie-Modells (Kumar et al., 2007).

Trägt man die Summensignale der EPSCs und IPSCs als Funktion der

Entfernung vom Sternzell-Soma auf, wird offensichtlich, dass sowohl dieses

als auch jenes von Kumar et al. (2007) entwickelte System ähnliche Re-

sultate liefert. Die kleineren Summen-EPSC- und -IPSC-Amplituden sind

auf unterschiedliche Haltepotentiale zurückzuführen (-60 mV vs. -70 mV

für EPSCs und -60 mV vs. 0 mV für IPSCs). Eine zusätzliche Erklärung

hierfür könnte in einer erhöhten Wahrscheinlichkeit zur Stimulation ei-

ner präsynaptischen Zelle liegen, die bei Verwendung eines 5x-Objektivs

anstelle eines 60x mit dem vergrößerten Spotdurchmesser einhergeht.

3.6.5 Ausblick

Zusätzlich zu der hier dokumentierten funktionellen, großflächigen und

hochauflösenden Kartierung der synaptischen Eingänge unter Verwendung

von Caged-Glutamat, kann das entwickelte System leicht für andere An-

wendungszwecke adaptiert werden. Aufgrund der mechanischen Einschrän-

kung der Laserpositionierung stellt die Geschwindigkeit der Laserspot-

Repositionierung jedoch den wichtigsten Einschränkungsfaktor des Se-

tups dar. In dieser Form ist es nicht zum schnellen Uncaging an unter-

schiedlichen Lokalitäten einsetzbar (Shoham et al., 2005). Zur Erschlie-

ßung dieses Anwendungsfeldes ist es jedoch möglich, ein hochfrequentes

System zur Lichtauslenkung (z.B. den SpotIlluminator der Firma Rapp-

OptoElectronic, Wedel, Deutschland) zwischen Fiberglaskabel und Mikro-

skop zu interponieren. Naturgemäß wird hierdurch die Untersuchungsre-
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gion auf das Blickfeld des Mikroskops beschränkt. Jedoch kann ein solches

System mit einer Lucifer-basierten mechanischen Mikroskoppositionierung

kombiniert werden, was die hochfrequente Stimulation einer großflächi-

gen Untersuchungsregion ermöglichen würde. Durch die Änderung des Fi-

berglasdurchmessers können Laserspot-Größen von bis zu 2 µm erzielt

werden. Unter Verwendung von optischen Referenzpunkten wird es dann

möglich, die dendritischen Eingänge eines fluoreszenzgefärbten Neurons

quantitativ zu analysieren. Hierzu ist es notwendig, die intrazelluläre Lö-

sung mit einem Fluoreszenz-Farbstoff anzureichern. Desweiteren können

unterschiedliche Caged-Neurotransmitter zur Klassifizierung der verschie-

densten Rezeptortypen eingesetzt werden. Außerdem ist es leicht mög-

lich, präsynaptische Partner einer postsynaptischen, gepatchten Zelle zur

Durchführung von Paarableitungen aufzufinden. Eine weitere potentielle

Anwendung liegt in der Verwendung von Licht-aktivierbaren Ionenkanä-

len anstatt eines Caged-Transmitters. Als Beispiel ist hier das erst kürzlich

vorgestellte Channel-Rhodopsin zu nennen (Wang et al., 2007).



Kapitel 4

Diskussion und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine theoretische Methode zur Analyse

der Synchronisationseigenschaften einer Nervenzelle entwickelt, im zwei-

ten Abschnitt eine experimentelle Methode zur großflächigen, räumlich-

präzisen Photostimulation akuter Hirnschnitte. Ihre kombinierte Anwen-

dung finden beide Methoden in der Analyse des hippocampalen ϑ-Rhythmus

und der Fragestellung, ob die Schicht-II-Sternzelle des MEC als Generator

dieses langsamen Rhythmus fungieren kann. Ungeachtet dieser strengen

Focussierung auf eine Aufgabenstellung besitzen beide methodischen An-

sätze aufgrund ihrer leichten Übertragbarkeit auf andere Zelltypen, Syste-

me und Untersuchungsebenen ein weitreichendes Anwendungsspektrum.

Theorie zur Enstehung synchroner langsamer Oszillationen

Die Motivation zur Entwicklung der Synchronisationstheorie war die Fra-

gestellung, welcher Zelltyp für die Generierung synchroner Oszillationen

in einer Hirnregion verantwortlich ist.

Die Theorie erlaubt in Ergänzung zu experimentellen Ansätzen auf

der Basis eines zellulären Charakteristikums, der Phasen-Antwort-Kurve

(PRC), zu entscheiden, ob der entsprechende Zelltyp eingebettet inner-

halb eines bestimmten Konnektivitätsregimes die Fähigkeit besitzt, ei-

ne synchrone Oszillation zu generieren. Konzeptionell stimuliert man ein

103
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Neuron derart, dass es tonisch im Frequenzbereich der Oszillation zu feu-

ern beginnt und misst durch Applikation von kurzzeitigen Störimpulsen

zu unterschiedlichen Phasen des Interspike-Intervalls die PRC der Zel-

le. Idealerweise sollte dabei der Störimpuls jene Störung imitieren, die

durch die Aktivierung einer Synapse am Soma des Neurons entsteht (Ne-

toff et al., 2005). Unter Berücksichtigung der anatomischen Verknüpfung

des Zelltyps (z.B. rekurrent exzitatorisch, indirekt über inhibitorische In-

terneurone, indirekt über oszillatorische Interneurone) erlaubt dann die

Theorie eine Vorhersage, ob die Zelle angetrieben durch einen zeitlich un-

strukturierten Eingang eine synchrone Oszillation im Kollektiv generieren

kann, und wie robust die entstehende Synchronisation gegenüber pertur-

bierendem Rauschen ist. Die Validität der Theorie ist dabei auf schwache

Kopplungsregime beschränkt. Inwieweit diese Einschränkung zur Vorher-

sage adäquat ist, muss für den entsprechenden Zelltyp und anhand der

Amplitudenwerte der synaptischen PSPs im Einzelfall entschieden wer-

den (Berretta & Jones, 1996).

Die Sternzelle des MEC als ϑ-Generator

Die Synchronisationstheorie wurde auf die Schicht-II Sternzelle des MEC

angewandt. Die Theorie bestätigt die Vermutung, dass die Sternzellen

als ϑ-Rhythmusgeneratoren fungieren können, wenn sie rekurrent über

schwache exzitatorische Synapsen und mit einem biophysikalisch plausi-

blen interneuronalen Delay verbunden sind. Darüberhinaus konnte gezeigt

werden, dass exzitatorisches Rauschen weit weniger störend auf die Syn-

chronisation wirkt als inhibitorisches.

Weiterhin konnten experimentelle Untersuchungen (Netoff et al., 2005)

theoretisch bestätigt werden, dass die Sternzelle über eine indirekte inhibi-

torische Kopplung, bei der die inhibitorische Zellpopulation als Reaktion

auf den exzitatorischen Eingang ein Aktionspotential zurücksendet, kei-

ne robuste Synchronisation aufbauen kann. Modifiziert man jedoch die
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Annahme über das Zusammenspiel beider Zellgruppen dahingehend, dass

die Interneurone eine selbst-verlängernde, Sternzell-getriggerte inhibitori-

sche Aktivität entwickeln können, dann kann ein Sternzell-Netzwerk ro-

bust synchronisieren, auch unter realistischen interneuronalen Delays von

ungefähr 5% einer Periode (≈ 5 ms). Eine Grundvoraussetzung für ein

derartiges Regime ist die Sensitivität der inhibitorischen Oszillation auf

die Sternzell-Aktivität und eine inhibitorische Aktivität, die rund zwei

Drittel des Theta-Zyklus überdeckt.

Kartierung der funktionellen Konnektivität der MEC-II-Sternzelle

Zur Überprüfung der theoretischen Konnektivitätshypothesen wurde im

zweiten Abschnitt ein Photostimulations-Setup und die geeignete Metho-

dik zur Analyse der gewonnenen Daten entwickelt und dazu genutzt, die

intralaminäre Konnektivität der MEC-II-Sternzelle experimentell zu er-

heben. Basierend auf der Möglichkeit, großflächige Hirnareal mit einer

hohen räumlichen Auflösung zu stimulieren, gelang der Nachweis, dass die

Sternzelle sowohl exzitatorische als auch inhibitorische synaptische Kon-

takte aus der Schicht-II des MEC bezieht und damit, der theoretischen

Vorhersage entsprechend, als ϑ-Generator fungieren kann. Auch konnte

gezeigt werden, daß die inhibitorischen Afferenzen insgesamt lokaler um

die Zelle angeordnet sind. Diese Befunde stehen im Widerspruch zu den

von Dhillon & Jones (2000) durchgeführten Paarableitungs-Studien, in de-

nen zwar für die Schichten III und V, jedoch nicht für Schicht II rekurrente

exzitatorische Verbindungen nachgewiesen wurden. Die abweichenden Re-

sultate erklären sich damit, dass das Photostimulations-System ein großes

Hirnschnittvolumen nach potentiell präsynaptischen Zellen absucht, wäh-

rend Paarableitungen immer nur ausgewählte Zellpaare untersuchen. Des-

halb ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass eine niedrige Recurrenz durch

Paarableitungen fälschlicherweise nicht erkannt wird. Ob die gefundenen

exzitatorischen Kontakte recurrent sind, d.h. ob sie von Sternzellen herrüh-
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ren, kann aufgrund des fehlenden Wissens über den Typ der stimulierten

präsynaptischen Zelle nicht entschieden werden. Es wird eine zukünftige

Aufgabe sein, per Photostimulation gefundene Neuronenpaare elektrophy-

siologisch mit Hilfe von Paarableitungen zu charakterisieren. Zu diesem

Zweck ist es leicht möglich, das Photostimulations-System mit einem ein-

fachen adaptiven Suchalgorithmus zum Auffinden präsynaptischer Zellen

innerhalb einer definierten Region zu ergänzen.

Synchrone ϑ-Oszillationen durch oszillatorische Inhibition?

Die Validierung der Hypothese, dass die Sternzellpopulation indirekt über

ein oszillierendes Netzwerk von Interneuronen synchronisiert wird, kann

alleine mit dem Wissen um die funktionellen Verbindungseigenschaften der

Zelle und ohne die Miteinbeziehung der Netzwerkdynamik nicht erfolgen.

Zur Klärung dieser Fragestellung ist es notwendig, mithilfe von Multi-

elektroden-Ableitungen in der Schicht II, eine deutliche zeitliche Korrela-

tion zwischen Sternzell- und Fast-Spiking-Interneuron-Aktivität zu doku-

mentieren. Im Mittelpunkt dieser Theorie stehen die Parvalbumin-expri-

mierenden fast-spiking Korbzellen (Basket-Cells), die bspw. im Hippo-

campus rund 20% aller GABAergen Interneurone ausmachen (Freund &

Buzsáki, 1996) und denen aufgrund ihrer spezifischen Eigenschaften eine

wichtige Rolle bei der Genese von γ-Oszillationen zugedacht wird (Bartos

et al., 2007): So findet man während γ-Oszillationen rhythmische Strom-

senken und -quellen perisomatisch zu den Hauptzellen (Bragin et al., 1995;

Csicsvari et al., 2003), was ein indirekter Hinweis auf die Beteiligung von

Korbzellen mit ihrer hauptsächlich perisomatischen, GABA-vermittelten

Inhibition ist. Desweiteren besitzen Korbzellen die Fähigkeit zur schnellen

AP-Generation (Jonas et al., 2004) und weisen intrinsische Resonanzei-

genschaften im γ-Band auf. Studien zeigen, dass Korbzellen einen Spike

pro Gamma-Cyclus emittieren, der hochpräzise an die γ-Phase gekoppelt

ist (Penttonen et al., 1998). Hinzukommt, dass Korbzellen untereinander
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hochgradig vernetzt sind (Sik et al., 1995; Kisvárday et al., 1993) und recht

unspezifisch eine große Anzahl ortsständiger Hauptneurone innervieren.

Denkbar wäre also, dass synchrone ϑ-Oszillationen durch die Propagation

von Aktivität zwischen den Hauptzellen und Korbzellen im Sinne eines

Erregungskreises entstehen: Die Aktivität der Hauptzellen wird an die

Korbzellen weitergegeben, durch deren Zusammenspiel inhibitorische γ-

Oszillationen generiert werden. Die Rückpropagation der γ-Oszillationen

an die Hauptneurone induziert in den resonanten Sternzellen das Entste-

hen synchroner ϑ-Oszillationen, zusätzlich unterstützt durch die schwache

synaptische exzitatorische Kopplung zwischen den Sternzellen.

Hypothesen zur Funktion des MEC

Wie sind diese Ergebnisse in den bisherigen Wissensstand über die Funkti-

on und Bedeutung des medialen entorhinalen Cortex (MEC) einzuordnen?

Dem MEC wird eine zentrale Rolle bei der örtlichen Navigation zuge-

schrieben (McNaughton et al., 2006). Grundsätzlich besitzt ein Individu-

um zwei unterschiedliche Strategien, seine aktuelle Raumposition intern

zu repräsentieren (O’Keefe, 1976). Im ersten Fall, der geometrischen Stra-

tegie, aktualisiert das Individuum seine Position anhand externer Land-

marken. Im zweiten Fall wird die gegenwärtige Position, ausgehend von

der alten Position, unter Berücksichtigung interner Schlüsselreize, wie Be-

wegung und Orientierung berechnet (’path integration’). Der Vorteil des

letztgenannten Systems liegt darin, dass es die Navigation im Raum auch

in Abwesenheit externer Reize ermöglicht. Die Vereinigung beider Strate-

gien zu einem ’Navigationssystem’, d.h. die Berechnung des zurückgelegten

Weges anhand interner Schlüsselreize und die intermittierende Anpassung

der errechneten Position mit der realen Raumposition, stellt die effektivste

Strategie zur räumlichen Navigation dar (O’Keefe, 1976; Schlegel, 2008).

Neuronale Regionen, die ein derartiges System beherbergen, werden im
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Hippocampus und in angrenzenden Strukturen vermutet. Dies stützt sich

auf die Beobachtung, dass im Hippocampus Ortszellen und im Praesub-

iculum Kopfrichtungszellen zu finden sind. Beide Zelltypen zeichnen sich

durch ihr selektives Feuern bei Einnahme einer bestimmten Raumposition

bzw. Kopfrichtung aus, repräsentieren also die gegenwärtige Position und

Orientierung.

Es bleibt die Frage bestehen, in welcher Hirnregion die Aktualisierung

der Raumposition aus internen Schlüsselreizen, wie einer Bewegung, er-

rechnet wird?

Es gibt Hypothesen (Hafting et al., 2005; Sargolini et al., 2006), die dem

entorhinalen Cortex diese wichtige Rolle zuordnen. Man vermutet, dass er

von einer gespeicherten Position und Orientierung ausgehend, eine neue

Positionsrepräsentation als Reaktion auf eine Translationsbewegung er-

rechnet und damit die Funktion eines Weg-Integrators (’Path-Integrator’)

innehat. Einen ersten Hinweis hierauf liefert die Beobachtung, dass Tie-

re mit einem zerstörten MEC auf der Basis von internen Reizen, etwa

bei vollständiger Verdunkelung, nicht mehr den Weg zum Ausgangsort

zurückfinden (Parron et al., 2004).

Grid-, Kopfrichtungs- und Conjunctive-Zellen des MEC

Ein weiterer wichtiger Hinweis für die Rolle des MEC ist das Vorhanden-

sein sog. Gridzellen (Hafting et al., 2005). Hierunter versteht man Zellen,

die beim Durchlaufen einer Umgebung innerhalb regelmäßig verteilter,

hexagonal-geformter Regionen den sog. Grids feuern. In ihrer Gesamtheit

bilden die Grids ein Feld, das durch den Abstand benachbarter Grids,

seiner Richtungsorientierung und seiner räumlichen Phase charakterisiert

ist. Unter letztgenanntem versteht man einen räumlichen Offset, der den

relativen Abstand zu einer festen Position in der Umgebung angibt. Grid-

zellen entlang der dorsoventralen Achse des MEC zeigen den gleichen Gri-

dabstand und die gleiche Orientierung, jedoch sind die Orte des Feuerns,
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d.h. die räumlichen Phasen benachbarter Neurone, verteilt. Dies führt da-

zu, dass die gesamte Umgebung lokal, d.h. auf Höhe einer dorsoventralen

Ebene abgebildet wird.

Der Schicht II des MEC wird der größte Anteil von Gridzellen zuge-

dacht (Sargolini et al., 2006). Im Gegensatz zu den Ortszellen des Hippo-

campus sind die Gridzellen jedoch in allen Umgebungen aktiv, und dies

unabhängig externer Schlüsselreize. Dies lässt vermuten, dass innerhalb

des entorhinalen Cortex eine universelle Karte der räumlichen Umgebung

generiert wird (Hafting et al., 2005; McNaughton et al., 2006), was einen

wichtigen Unterschied zu den Ortszellen im Hippocampus darstellt, deren

relative Aktivierung zueinander in unterschiedlichen Umgebungen keiner

Regelmäßigkeit unterliegen.

Neben den Gridzellen stellt das Vorhandensein sog. Kopfrichtungszel-

len und Zellen, die die Gridzellinformation und Kopfrichtung vereinen

(Conjunctive-Cells) (Sargolini et al., 2006) ein weiteres wichtiges Indiz

für die Rolle des MEC als Path-Integrator dar; beide Zelltypen finden sich

akzentuiert in den Schichten III und V. Da diese Schichten die Hauptziel-

region der Efferenzen des Praesubiculums darstellen (Wouterlood et al.,

2004), wird möglicherweise über diesen Weg die Information bezüglich der

Kopfrichtung an den MEC übermittelt (Taube, 1998).

Zusammenfassend gilt, dass verschiedene Indikatoren auf eine zentra-

le Rolle des MECs als Path-Integrator hinweisen: Erstens, das Gridzell-

muster, zweitens, die Existenz von Orientierungs- und Conjunctive-Zellen,

drittens, parasubiculäre translationscodierende Afferenzen und schließlich

eine ausgeprägte recurrente interne Verschaltung, die auf eine besonders

große Rechenkapazität schliessen lässt (Haykin, 1998; Leibold & Kempter,

2006). So weiß man, dass zahlreiche Axone von Schicht V in den Schichten

III, V und VI (Gloveli et al., 2001), Axone aus Schicht-III-Zellen in den

Schichten I,II und III (Lingenhöhl & Finch, 1991) kollateralisieren.
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Die Entstehung von Gridfeldern

Einige theoretische Studien favorisieren als Berechnunsgrundlage für die

Entstehung von Gridfeldern eine Attraktordynamik im entorhinalen Cor-

tex (McNaughton et al., 2006). Überträgt man das Wissen über neuronale

Attraktornetze (Tsodyks, 1999; Samsonovich & McNaughton, 1997) auf

den MEC, dann sollten Zellen mit ähnlichen Gridfeldern recurrent exzi-

tatorisch verbunden sein und sich bei Aktivität, unter dem Einfluss einer

übergeordneten Hemmung, gegenseitig verstärken, so dass in Abhängigkeit

der Position eine spezifische Aktivitätsregion emergiert. Durch Änderung

des afferenten Eingangs, also von Translation und Kopfrichtung, sollte sich

die gegenwärtige Aktivitätsregion durch die Verlagerung auf andere Zel-

len entsprechend anpassen (Fuhs & Touretzky, 2006; McNaughton et al.,

2006). Einige Theorien fordern zur Generierung eines Attraktornetzwerkes

eine Inhibition, die in ihrer räumlichen Ausdehung die Exzitation über-

trifft. Diese Arbeit zeigt, dass zumindest für die Sternzelle innerhalb von

Schicht-II eine focale inhibitorische Wirkung vorliegt, so dass die Idee eines

Attraktornetzes als eher unwahrscheinlich angesehen werden kann.

Die Aktualisierung der internen Positionsrepräsentation

Der mediale entorhinale Cortex vereint wie oben gezeigt Ort und Orientie-

rung und errechnet aus dem afferenten parasubicalen Zustrom, der über

die Translationsbewegung informiert, kontinuierlich die metrische Reprä-

sentation des Ortes. Das räumliche Aktivierungsprofil über den MEC in

Form des Gridfelds ändert sich somit im Zuge einer veränderten Raumpo-

sition. Das Feuern der beteiligten Gridzellen ist dabei an die hippocam-

pale Theta-Phase gekoppelt, die wahrscheinlich durch die oszillatorische

Sternzell-Aktivität erzeugt wird. Im Zuge der kurzzeitigen Synchronisation

kann es dann aufgrund einer initial schwachen Synchronisation - im Sinne

einer ’Einschwingphase’ - regelmäßig zu Phänomen der Phasenpräzessi-

on kommen, welche auch im Rahmen der hier durchführten theoretischen
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Analyse zu beobachten waren und in Abbildung 2.6 dargestellt sind.

Die rhythmische Aktivierung kann dann an die unteren Schichten des

MECs weitergegeben werden. Dies würde eine columnäre Struktur voraus-

setzen, deren wichtigster Anhaltspunkt die dendritischen Bündel sind, die

von den unteren Schichten nach oben geleitet werden (Ikeda et al., 1989).

Vom MEC wird dann die spezifische Gridzellaktivierung direkt von

Schicht III und indirekt von Schicht II über den Gyrus dentatus und die

CA3-Region an die CA1-Region weitergleitet (Witter & Amaral, 1991).

Das hier enstehende Aktivierungsprofil der Ortszellen gelangt zurück in

die unteren Schichten des MEC und könnte dort in die Aktualisierung der

Raumposition miteinbezogen sein.

Von Gridzellen zu Ortszellen

Wie kann ein entorhinales Gridfeld zu Ortszellen im Hippocampus führen?

Theoretische Untersuchungen zeigen, dass die lineare Summation der syn-

aptischen Gridzelleingänge im Hippocampus zur Ausbildung von Ortszel-

len führen kann (Solstad et al., 2006). Basis dieses Modells ist die Untersu-

chung von Cash & Yuste (1998) zur dendritischen Integration synaptischer

Eingänge, in der experimentell gezeigt wurde, dass sich zwei exzitatorische

Eingänge, unabhängig ihrer Lage und elektrotonischen Distanz zum So-

ma, weitestgehend linear im Soma des Neurons aufsummieren.

Ausblick

Zur Analyse der zellspezifischen intra- und interlaminären Verschaltung

des MECs erscheinen weitere Photostimulationsexperimente lohnenswert.

Von großem Interesse ist dabei die Frage, wie die genaue Verschaltung zwi-

schen tiefen und oberflächlichen Schichten ist, inwieweit columnäre oder

andere ordnende Strukturen auszumachen sind, und ob Konnektivitäts-

unterschiede entlang der dorsoventralen Achse des MEC zu messen sind.
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Letztgenannte Fragestellung orientiert sich an der Beobachtung, dass der

Abstand zwischen den einzelnen Gridfeldern vom dorsalen zum ventralen

Ende des MEC kontinuierlich ansteigt (Fyhn et al., 2004; Sargolini et al.,

2006). In diesem Kontext zeigen neuere Untersuchungen, daß Sternzel-

len entlang der dorsoventralen Achse ein unterschiedliches Frequenztuning

aufweisen (Giocomo et al., 2007). So besitzen dorsal lokalisierte Neurone

eine höhere Resonanzfrequenz als ventrale Neurone, was einen Hinweis

auf die neurophysiologische Basis der ansteigenden Gridsize entlang der

dorsoventralen Achse sein könnte. Doch ob dieses Phänomen alleine auf

spezifisch-zellulären Eigenschaften basiert, ist höchst fraglich. Hier könnte

es vielmehr helfen, eventuelle Unterschiede in der funktionellen Konnekti-

vität der ortsständigen Zellen als Funktion ihrer genauen Lage zusätzlich

herauszuarbeiten. Dies könnte ein wichtiger Beitrag dazu sein, den der

Gridzelle zugrundeliegenden Zelltyp zu identifizieren.

Abschlussbemerkung

Die vorliegende Arbeit spiegelt den Versuch wider, eine neurophysiologi-

sche Fragestellung durch die kombinierte Anwendungen zweier methodisch

unterschiedlicher Ansätze zu beantworten.

Dabei bleiben sowohl die Synchronisationstheorie als auch das Photo-

stimulations-Setup in ihrer Anwendung nicht auf die hier durchgeführte

Analyse zur Entstehung langsamer neuronaler Oszillationen beschränkt,

sondern können durch entsprechende Anpassungen einem breiterem An-

wendungsspektrum zugeführt werden.

So erlaubt bspw. die Synchronisationstheorie ganz allgemein das kol-

lektive Verhalten gekoppelter Oszillatoren, deren Auftreten vielfältig in

Natur und Technik ist, quantitativ zu beschreiben. Gleichermaßen kann

das Photostimulations-Setup zum Auffinden von Neuronenpaaren oder zur

Klassifizierung dendritischer Rezeptortypen eingesetzt werden. Letzteres

wird durch die hochauflösende Focussierung des Laserlichts unter Ver-
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wendung optischer Referenzpunkte und dem Einsatz spezifischer Caged-

Komponenten möglich. Die Flexibilität des Lucifer-basierendes Photo-

stimulations-Setups gründet sich dabei auf der wichtigen Eigenschaft, für

Planung und Durchführung der Stimulation unterschiedliche Objektivty-

pen zu verwenden. Dies resultiert in einem Lichtkegel, dessen Spotsize aus

einem Bereich von 1 µm bis 200 µm wählbar ist.

Bei Anwendungsfeldern, die ein hochfrequentes Uncaging an unter-

schiedlichen Lokalitäten im Slice notwendigen machen, wie z.B. bei Frage-

stellungen zur dendritischen Integration oder im Rahmen neuartiger hoch-

frequenter Mapping-Experimente, kann zusätzlich der Spot-Illuminator

der Firma Rapp-OptoElectronics zwischen Fiberglaskabel und Mikroskop

interponiert werden. Die Synthese beider Systeme erschafft ein vollstän-

dig computergesteuertes System zur flächenhaften, räumlich wie zeitlich

hochauflösenden Hirnschnitt-Photostimulation.
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Anhang A

Parameter der numerischen

Simulation

Ein vollverknüpftes Netzwerk aus 500 synaptisch-gekoppelten Neuronen

wurde auf einem Linux-Cluster unter C++ und LAM-MPI simuliert. Als

Differentialgleichungslöser diente ein adaptiver Runge-Kutta-Algorithmus

vierter Ordnung (Press et al., 1992). Die Parallelisierung geschieht auf der

Basis eines minimalen interneuronalen Delays ∆min (meist 2 ms), der jenes

Zeitintervall definiert, das von der Generierung eines APs bis zu dessen

Ankunft an der postsynaptischen Zelle und der Auslösung eines postsyn-

aptischen Signals vergeht. Die einzelnen Rechner simulieren autonom die

Dynamik der ihnen zugeteilten Modellneurone, tauschen sich alle ∆min-

Zeiteinheiten die Spikezeiten der neu generierten APs aus und integrieren

diese unter Berücksichtigung der individuellen interneuronalen Laufzeiten

in die Modelldynamik.

A.1 Sternzell-Modell

Das verwendete Hodgkin-Huxley-Modell wurde ursprünglich von Acker

et al. (2003) für eine Schicht-II Sternzelle des medialen entorhinalen Cortex

vorgestellt. Mit der Membrankapazität C und dem Membranpotential Vm
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(in mV), enthält die Stromerhaltungs-Gleichung

C
dVm

dt
= IDC − Iη − INa − INap − IK − IH (A.1)

−IL − Isyn

aktive Leitfähigkeiten in Form eines rektifizierenden Kaliumkanals IK, ei-

nes unspezifischen Kationenstroms IH und eines schnellen und persistie-

renden Natriumkanals INa bzw. INap. Zusätzlich enthält das Modell einen

passiven Leckstrom IL, einen konstanten Strom IDC, einen synaptischen

Strom Isyn und einen Rausch-Strom Iη. Mit gx als der spannungsabhän-

gigen Leitfähigkeit des x-ten Ionenstroms und des kanalspezifischen Um-

kehrpotentials Vx werden die oben genannten Ströme wie folgt modelliert

INa = gNa m3
Na hNa (Vm − VNa) (A.2)

INap = gNap mNap(Vm − VNa) (A.3)

IK = gK n4
K(Vm − VK) (A.4)

IH = gH (0.65 mf + 0.35 ms) (Vm − VH) (A.5)

IL = gL (Vm − VL). (A.6)

Der Rauschstrom Iη = gη(Vm−Vη) wird durch eine stochastische Leitfähig-

keit gη generiert, die über einen mittelwertfreien Gaussprozess η mit der

Standardabweichung ση modelliert wird und unabhängig und identisch

über die Neuronenpopulation verteilt ist. Die Spezifikation des synapti-

schen Stroms ist unten aufgezeigt (A.2).

Die Dynamik der Aktivierung und die Inaktivierungsvariablen, mx, hx

und nx, gehorchen einer Kinetik I.Ordnung

dx

dt
= αx(Vm)(1 − x) − βx(Vm)x (A.7)

wobei αx und βx die Vorwärts- und Rückwärtsraten sind, die den Übergang

der Kanäle von offenen zu geschlossenen Zuständen beschreiben. Für den

Fall von Ih wird folgende alternative Darstellungsform genutzt

dx

dt
=

x∞(Vm) − x

τx(Vm)
(A.8)
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wobei x∞ der Steady-state Wert von x, und τx seine Zeitkonstante sind;

beide als Funktion des Membranpotentials.

Im folgenden werden alle Ströme in Einheiten von µA/cm2 und alle

Spannungen in mV gemessen. Die Einheit der Zeit ist ms. Dann gilt für

die Vorwärts- und Rückwärtsraten

αm,Na =


−0.1 (Vm+23)

exp(−0.1 (Vm+23))−1
for Vm 6= −23

1 for Vm = −23
(A.9)

βm,Na = 4 exp

(
−(Vm + 48)

18

)
(A.10)

αh,Na = 0.07 exp

(
−(Vm + 37)

20

)
(A.11)

βh,Na =
1

exp(−0.1 (Vm + 7)) + 1
(A.12)

αm,Nap =
1

0.15 (1 + exp(−(Vm + 38)/6.5))
(A.13)

βm,Nap =
exp(−(Vm + 38)/6.5)

0.15 (1 + exp(−(Vm + 38)/6.5))
(A.14)

αn,K =


−0.01(Vm+27)

exp(−0.1(Vm+27))−1
for Vm 6= −27

1 for Vm = −27
(A.15)

βn,K = 0.125 exp

(
−(Vm + 37)

80

)
. (A.16)

Für die steady-state Werte (x∞) und Zeitkonstanten (τx) gilt

mf∞,H =
1

(1 + exp((Vm + 79.2)/9.78))
(A.17)

τmf ,H =
0.51

exp((Vm − 1.7)/10) + exp(−(Vm + 340)/52)
+ 1 (A.18)

ms∞,H =
1

(1 + exp((Vm + 71.3)/7.9))
(A.19)

τms,H =
5.6

exp((Vm − 1.7)/14) + exp(−(Vm + 260)/43)
+ 1 (A.20)

Das Modell kann sowohl ein Typ-I als auch Typ-II Oszillator-Verhalten

zeigen, abhängig, ob die Leitfähigkeit des h-Stroms an- oder ausgeschaltet
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ist. Der konstante Strom IDC wurde so adaptiert, dass er das Neuron

mit einer Oszillationsfrequenz von 14 Hz antreibt. Für den Typ-I wurde

gh = 0 mS/cm2 , IDC = 1.4 µA/cm2 gewählt, für Typ-II gh = 1.5 mS/cm2,

IDC = −1.467 µA/cm2.

Die übrigen Parameter sind folgende: VNa=55 , VK=-90 , Vh=-20 , VL=-

65 ; gNa=52 mS/cm2, gNap=0.5 mS/cm2, gK=11 mS/cm2, gL=0.5 mS/cm2;

C=1.5 µF/cm2.

A.2 Synapsen-Modell

Der synaptische Strom

Isyn = gsyn(t) (Vm − Vsyn) (A.21)

ist definiert über das synaptische Umkehrpotential Vsyn und die Leitfähig-

keit

gsyn(t) =
∑
spike

κ(t − tspike) (A.22)

in welcher die Summe über alle Spikes läuft, die von dem präsynaptischen

Neuron zur Zeit tspike emittiert wurden. Der Zeitverlauf der synaptischen

Leitfähigkeit ist als exponentieller Abfall definiert

κ(t) = H(t − ∆) gsyn exp[−(t − ∆)/τsyn] (A.23)

mit der Zeitkonstante τsyn = 5 ms. H(x) symbolisiert die Heaviside-

Funktion mit 1 für x ≥ 0 und ansonsten null. Die maximale synaptische

Leitfähigkeit gsyn nimmt Werte von 5·10−6 bis 15·10−6 mS/cm2 an. Die

Umkehrpotentiale betragen V exc
syn =0 mV und V inh

syn =-80 mV.



Anhang B

Phasen-Antwort-Kurve der

Sternzelle

Die exzitatorischen und inhibitorischen PRCs der Sternzelle sind dem ers-

ten und zweiten Bild der Abbildung 4A in Netoff et al. (2005) entnom-

men. Dort wurden mithilfe der Dynamic-Clamp-Technologie die synapti-

schen PRCs einer entorhinalen Sternzelle gemessen. Hierzu wurde in eine

mit einer Frequenz von 10 Hz periodisch feuernde Sternzelle ein artifizi-

eller exzitatorischer und inhibitorischer Leitfähigkeits-Stimulus appliziert.

In dieser Arbeit wurden jene PRCs verwendet, die durch Perturbations-

Leitfähigkeiten von 1 nS und 562 pS (durchgezogene Linien in Abbil-

dung 4A von Netoff et al., 2005) induziert wurden. Diese Leitfähigkeiten

entsprechen ungefähr der Größe von zwei bis fünf spontan-exzitatorischen

synaptischen Sternzell-Eingängen (Berretta & Jones, 1996).
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Zusammenfassung

Neuronale Oszillationen stellen ein ubiquitär zu beobachtendes Phänomen

in Nervensystemen dar. Aufbauend auf den besonderen zellulären Eigen-

schaften, die eine Zellpopulation zu Generierung von langsamen synchro-

nen Oszillationen aufweisen muss, wird im ersten Teil dieser Arbeit eine

Synchronisationstheorie entwickelt. Die Theorie erlaubt es, ausgehend von

einem zellulären Charakteristikum (der Phasen-Antwort-Kurve), voraus-

zusagen, ob das Neuron in einem ausgewählten Frequenzbereich synchro-

nisieren kann, welches Konnektivitätsregime hierzu notwendig ist und mit

welcher quantitativen Genauigkeit die Synchronisation aufrechterhalten

werden kann. Letzteres gelingt durch die Einbeziehung der zufälligen, un-

ter physiologischen Bedingungen auftretenden Membranpotentialfluktua-

tionen, die einer Synchronisation entgegenwirken. Zwei Kriterien werden

zur Validierung der Vorhersage eingeführt: Das erste Kriterium überprüft,

ob alle Neurone exakt einmal pro Feuercyclus ein Aktionspotential generie-

ren, das zweite Kritierum testet die Linearitätsannahme der synaptischen

Kopplung.

Die Theorie findet ihre konkrete Anwendung in der Beantwortung

der Frage, ob die Schicht-II-Sternzelle des medialen entorhinalen Cor-

tex (MEC) als ein Generator des hippocampalen ϑ-Rhythmus fungieren

kann. Es zeigt sich, dass Sternzellen als ϑ-Generatoren fungieren können,

wenn sie recurrent über exzitatorische Synapsen oder über ein schnell-

oszillierendes Netzwerk von inhibitorischen Interneuronen miteinander ver-

bunden sind. Desweiteren kann nachgewiesen werden, dass exzitatorisches
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Rauschen weniger störend auf die Sternzell-Synchronisation wirkt als in-

hibitorisches Rauschen.

Zur Überprüfung der theoretisch postulierten Konnektivitätshypothe-

sen wird im zweiten Teil der Arbeit ein Photostimulations-System zur

großflächigen, räumlich-präzisen Kartierung der afferenten Eingänge einer

gepatchten Nervenzelle entwickelt und zur Bestimmung der intralaminären

Konnektivität der MEC-Schicht-II-Sternzelle genutzt. Hierbei zeigt sich,

dass die Sternzelle sowohl exzitatorische als auch inhibitorische synapti-

sche Kontakte aus der Schicht-II des MEC bezieht, wobei die inhibitori-

schen Afferenzen insgesamt lokaler um die Sternzelle angeordnet sind.

Beide Methoden lassen sich leicht im Kontext anderer Fragestellungen

nutzen. So kann beispielsweise das Photostimulations-System zum Auffin-

den von Neuronenpaaren oder zur Kartierung der dendritischen Rezeptor-

bestückung eines Nervenzelltyps eingesetzt werden.
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