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1. Einleitung

1.1. Lage und Funktion des Sulcus temporalis superior

Montagmorgen. Es liegen zehn E-Mails im Postfach. Die heutige Gesellschaft fordert von uns
ein hohes Mall an Kommunikationsfdhigkeit. Dabei handelt es sich neurologisch um einen
komplexen Vorgang. Die E-Mails miissen gelesen, verstanden und beantwortet werden. Das
heiflt, um mit anderen Menschen kommunizieren zu konnen, miissen die verschiedensten
sensorischen Informationen verarbeitet werden. Gelingt diese Integration nicht, ist die
Kommunikation stark eingeschrinkt. Das zeigt sich beispielsweise an Autisten. Sie zeigen
keine Schwierigkeiten beim Wahrnehmen der einzelnen Reize, doch konnen sie aus diesen
Informationen keine Aussagen iiber den Gemiitszustand des Gegeniibers ableiten (Baron-
Cohen et al., 1995). Das Krankheitsbild ist gekennzeichnet durch Hypoperfusion des Gyrus
temporalis superior (Gendry Meresse et al., 2005), Verlust der grauen Substanz im Sulcus
temporalis superior, kurz STS (Boddaert et al., 2004) und einer verdnderten Sulcusgeometrie
(Levitt et al., 2003). Der STS ist einer der ldngsten Sulci im Gehirn. Er unterteilt den
Temporallappen in den Gyrus temporalis superior (STG) und den Gyrus temporalis medius
(MTG). Am caudalen Ende wird der STS vom Gyrus angularis umschlossen (Abbildung 1A).
Lange Zeit war der STS nur eine Landmarke. In den letzten zwanzig Jahren riickte er durch
Befunde neurologischer bildgebender Verfahren in den Fokus wissenschaftlicher Forschung.
Die STS-Region ist an der Personenwahrnehmung beteiligt (Allison et al., 2000; Deen et al.,
2015; Jabbi et al., 2015; Lahnakoski et al., 2012; Paulus et al., 2015). Das erklart die
Schwierigkeit von Autisten bei der Beurteilung von Gemiitszustinden, die sich unter anderem
aus einer verdnderten Aktivierung des Sulcus temporalis superior fiir die Prozessierung der
Blickrichtung (Pelphrey et al., 2005) und der Sprache (Gervais et al., 2004) ergeben. Durch
funktionelle Magnetresonanz-Tomographie (fMRT) konnten weitere Funktionen des STS
aufgedeckt werden: Der STS ist an der Verarbeitung von Sprache (Evans et al., 2014; Kyong
et al., 2014; Shultz et al., 2012), Stimme (Belin et al., 2000; Pernet et al., 2015; Schall et al.,
2015), Bewegung (Gilaie-Dotan et al., 2013; Herrington et al., 2011; Pelphrey et al., 2004;
Thompson & Parasuraman, 2012; Wyk et al., 2009; Yovel & O'Toole, 2016),
Gesichtserkennung (Engell & Haxby, 2007; Ethofer et al., 2013; Fox et al., 2009; Furl et al.,
2015; Haxby et al., 2000; Pitcher et al., 2011), Theory of Mind (Dodell-Feder et al., 2011;
Gallagher & Frith, 2003; Saxe, 2006) und an der audiovisuellen Integration beteiligt (Kreifelts
et al., 2007; Matchin et al., 2014; Watson, Latinus, Charest, et al., 2014; Watson, Latinus,
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Noguchi, et al., 2014). Wie in Abbildung 1B zu erkennen ist, gibt es eine funktionelle
Zweiteilung des STS. Die Interpretation von Gemiitszustdnden, Gesichtern und Bewegung
erfolgt im posterioren Teil des STS. Die Prozessierung der Sprache und die
Personenwahrnehmung (ToM) sind hauptsichlich auf den mittleren und anterioren Teil
beschrinkt. Wie im folgenden Abschnitt dargestellt werden wird, lassen sich die beschriebenen

Aktivierungen aber nur unzureichend mit den klassischen Hirnkarten lokalisieren.

Gyrus angularis

Gyrus temporalis superior 4
Sulcus temporalis superior —
Gyrus temporalis medius

Sulcus temporalis inferior

Gyrus temporalis inferior

@ Bewegung g Ay
@ Sprache _
(aus: Hein und Knight, 2008) ¢ ToM ® Gesichtserkennung

Abbildung 1: Ubersicht iiber Lage und Funktionen des STS.

Ubersicht iiber die Lage des STS und benachbarter Regionen (A). Dargestellt ist die rechte Hemisphire eines
Gehirns. Der Verlauf des STS wurde rot hervorgehoben. Die benachbarten Gyri wurden farblich markiert und
benannt. An der markierten Stelle (schwarze Linie) wurden die Regionen auf dem rechts abgebildeten
histologischen Schnitt dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung sind die multimodalen Funktionen des STS
dargestellt (B). Die farbigen Punkte geben verschiedene Loci aus fMRT Experimenten an. Der STS ist beteiligt an
der Prozessierung von Sprache, Bewegung, Gesichtern, Theory of Mind (ToM) und der audiovisuellen Integration
(AV).



1.2. Klassische Hirnkarten

Seit der Mitte des 19. Jahrhunderts entdeckten Arzte durch Lisionen verschiedene Regionen
im Gehirn und konnten sie einem Verhalten oder einer Funktion zuschreiben. Beispiele hierfiir
sind der Unfall des Eisenbahnarbeiters Phineas Gage, dessen Frontallappen durch einen Unfall
geschidigt wurde und der daraufhin an Personlichkeitsstorungen und Epilepsien litt (Damasio
et al., 1994; Harlow, 1848), sowie die motorischen und sensorischen Aphasien, welche durch
Broca (Broca, 1865) und Wernicke (Wernicke, 1874) beschrieben wurden. Doch es dauerte bis
zum Anfang des 20. Jahrhunderts bis Gehirnareale anhand ihres strukturellen Aufbaus auf

Schnittserien kartiert wurden.

Die STS-Region gehort zum Isocortex. Es handelt sich entwicklungsgeschichtlich um den
jingsten Teil des Gehirns, der einen Grofiteil des Cortex einnimmt und sich durch seinen
sechsschichtigen Aufbau auszeichnet. Ein Querschnitt durch den Isocortex ist in Abbildung 2
gezeigt. Die sechs Schichten definieren sich liber die Art der Neuronen in der jeweiligen
Schicht. Nach der zellarmen Molekularschicht folgt der typische Wechsel von Korner- und
Pyramidenzellschichten. Zur weillen Substanz hin liegt die multiforme Schicht, die aus
unterschiedlichen Zelltypen besteht. Ausgehend von der inneren Kornerschicht bezeichnet man
vor allem in der Rezeptorarchitektur, wo eine genaue Schichtzuordnung schwieriger ist, den
duBeren Cortexbereich als supragranuldr, den inneren Cortexbereich als infragranulér.
AuBerdem ist in Abbildung 2 eine Markscheidenfdarbung dargestellt, auf der die Axone der
Neuronen angefdarbt sind. Dadurch werden die Verbindungen innerhalb der Schichten
(horizontale Fasern) und einzelner Areale (vertikale Fasern) sichtbar. In Schicht IV und V
verlaufen breite Streifen horizontaler Faserbiindel. Diese werden Baillarger-Streifen genannt.
Die Unterschiede im Aufbau des Cortex kann man sich bei der Kartierung zu Nutze machen.
Fiir die zytoarchitektonische Kartierung werden zellkdrpergeférbte Schnitte benutzt. Die
Abgrenzung der Areale geschieht aufgrund von Unterschieden der Zellgro3e und Zelldichte,
der Zellanordnung in den einzelnen Schichten, sowie der Breite der einzelnen Schichten. Bei
der myeloarchitektonischen Kartierung, die auf der Markscheidenfarbung basiert, lassen sich
die Areale nach dem Faserdurchmesser, der Faseranordnung und der Breite ihrer Schichtung
unterscheiden. Abbildung 3C zeigt die myeloarchitektonische Kartierung des Temporallappens
von Hopf (1954).



Molekularschicht

AuRere
Koérnerschicht
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Abbildung 2: Sechsschichtiger Aufbau des Isocortex.
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Golgi

Markscheiden

(Liillmann-Rauch, 2015)

Schematisch dargestellt sind eine Ganzkdrperfirbung (Golgi), eine Zellkorperfarbung (Nissl) und eine
Zellfaserfarbung (Markscheiden). In den zellkdrpergefarbten Schnitten sind deutlich die beiden Kérner- und
Pyramidenzellschichten zu erkennen. Pial liegt die zellarme Molekularschicht, zur weilen Substanz hin die
multiforme Schicht. Rechts ist eine Markscheidenfarbung dargestellt. Zu erkennen sind Horizontalfasern, die
Neurone der gleichen Schicht verbinden. Besonders prominent sind die Faserbiindel in Schicht IV und V, die
Baillargerstreifen genannt werden. Die Radiédrfasern ziehen in die weile Substanz und verbinden verschiedene

Areale miteinander.



Die beriihmteste zytoarchitektonische Karte wurde von Korbinian Brodmann (1909)
verdffentlicht und findet noch heute Verwendung (siche Abbildung 3A). Brodmann teilte das
Gehirn in 43 Areale ein. Den STS kartierte er nicht, so dass diese Region meist dem Brodmann
Areal 22 (BA22) zugeordnet wird, einer Struktur, die die hinteren zwei Drittel des STG

einnimmt.

Sechzehn Jahre spiter veroffentlichten von Economo und Koskinas eine Hirnkarte (siche
Abbildung 3B) mit 102 Arealen (v. Economo & Koskinas, 1925). Von Economo und Koskinas
lehnten ihre Unterteilung des Temporallappens an diejenige von Brodmann an. Threr
Nomenklatur entsprechend liegt der STS zwischen Area TA (STG) und Area TE1 (MTG). Die
TE Region wurde nur formal nach Brodmann in TE1 und TE2 eingeteilt, da sie als Teile
derselben Formation angesehen wurden. Die Einteilung geht aber insofern iiber Brodmann
hinaus, da sie die Grenze zwischen seinen beiden Arealen, TA und TE1, im Fundus des STS
lokalisiert. TA nimmt die mittleren zwei Drittel des STG ein. Rostral wird das Areal TA von

der Temporalregion TG begrenzt, die das vordere Viertel des Temporallappens bedeckt.

Hopf kartierte in seiner myeloarchitektonischen Arbeit (Hopf, 1954) ein Sulcusareal auf der
oberen Bank des STS, das er Area profunda (pf in Abbildung 3C) nannte und zeigte damit, dass
sich der STS weiter unterteilen ldsst. Die mediale Grenze dieses Areals deckt sich mit der von
Economo und Koskinas (1925). Es erstreckt sich vom Sulcusgrund ein Viertel, hdchstens zur
Hilfte auf die obere Bank des Sulcus. Eine rostrocaudale Ausdehnung gibt Hopf nicht explizit
an. Die Lénge der Area profunda deckt sich auf seinen koronaren Schnittbildern mit der

Ausdehnung des Hippocampus.



Abbildung 3: Klassische Hirnkarten.

Dargestellt sind die Lateralansichten der zytoarchitektonischen Karten nach Brodmann (A; Brodmann K 1909),
Economo (B; v. Economo C and G Koskinas 1925) und die myeloarchitektonische Karte des Temporallappens
von Hopf (C; Hopf A 1954). Die Lage der neuen Areale wurde mit einer roten Ellipse markiert.



1.3. Neuerungen in der Hirnkartierung

Die klassische Hirnkartierung hat mehrere Nachteile. Zum einen konnte die Einteilung der
Areale von Dritten nicht immer reproduziert werden. Dies liegt nicht nur an der Subjektivitit
der Grenzziehung des Forschers, sondern auch daran, dass beispielsweise bei Brodmann nicht
klar wird, ob mehr als ein Hirn kartiert wurde (Zilles & Amunts, 2010). Die Lage der Areale
kann sich aber zwischen Individuen stark unterscheiden (Amunts et al., 2000). Des Weiteren
war damals die Darstellung der Hirnkarten auf zweidimensionale Zeichnungen der
Hirnoberflache beschriankt. Das bedeutet, dass zwei Drittel der Hirnoberfldche in klassischen

Karten nicht dargestellt werden konnten, weil sie in den Sulci liegen (Zilles et al., 1988).

Diese Nachteile iiberwindet die Darstellung der Areale in einem dreidimensionalen Gehirnatlas
(Amunts & Zilles, 2015). Der Gehirnatlas basiert auf einer am Forschungszentrum Jiilich und
an der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf entwickelten Arealkartierung die Bildanalyse-
Methoden benutzt, um Arealaufbau und Arealgrenzen statistisch zu verifizieren (Schleicher et
al., 1999; Schleicher et al., 2005; Zilles, Schleicher, et al., 2002). Diese computergestiitzte
Methode der Gehirnkartierung ermdéglicht die Analyse der Mikrostruktur verschiedener Areale
auf objektiver Grundlage. Ein weiterer Vorteil ist die Darstellung im 3D-Referenzraum. Dazu
wird die Lage der Areale von zehn kartierten Gehirnen auf ein individuelles Referenzgehirn
iibertragen (Collins et al., 1994; Evans et al., 1992; Holmes et al., 1998). In diesem
Referenzraum kann durch Uberlagerung die Auftrittswahrscheinlichkeit der Areale in jedem

Voxel dargestellt werden. Diese Karten sind 6ffentlich zuginglich (www.jubrain.fz-juelich.de)

und ermdglichen den direkten Vergleich mit Aktivierungen aus bildgebenden Studien (Eickhoff
SB et al. 2005, 2007).Die zytoarchitektonischen Karten konnen durch die Einbeziehung
weiterer Modalitdten bestétigt und um neue Arealeigenschaften erweitert werden. In Studien
konnte gezeigt werden, dass sich die Verteilung der Rezeptorbindestellen an der Arealgrenze
dndert (Amunts et al., 2010; Caspers et al., 2013; Palomero-Gallagher et al., 2009; Zilles &
Amunts, 2009). Diese Unterschiede sind arealspezifisch und koénnen mittels quantitativer
Rezeptorautoradiographie untersucht werden. Dabei werden die mittleren Rezeptordichten
eines Areals flir 15 Rezeptorentypen aus allen Transmittersystemen bestimmt. Da Rezeptoren
an der elektrochemischen Signaltransduktion beteiligt sind, haben sie direkte funktionelle
Relevanz. Somit kann man durch den Vergleich der Balance der Rezeptordichten verschiedener
Areale erste Struktur-Funktionsbeziehungen herstellen (Zilles et al., 2015; Zilles, Palomero-

Gallagher, et al., 2002).



Kiirzlich zeigten mehrere Arbeitsgruppen, dass sich Gehirnregionen auch genetisch
unterscheiden lassen. In Nagern konnte die regionenspezifische Genexpression durch single-
cell transcriptomics nachgewiesen werden (Economo et al., 2018; Tasic et al., 2018; Zeisel et
al., 2015). Im Menschen wurden die Transkriptomdaten des Allen Brain Atlasses mit Hilfe der
HCP Karte (Human Connectome Project) gefiltert und entlang einer postulierten kortikalen
Hierarchie aufgetragen. Es zeigte sich eine graduelle Expression fiir verschiedene Gene
beginnend vom visuellen bis zum préfrontalen Cortex (Burt et al., 2018). Diese Studien sind
erste Versuche genetische Gradienten im Gehirn zu beschreiben. Mit Hilfe der JuBrain Karten,
die die zytoarchitektonischen Korrelate zu den Gendaten liefern, ist es moglich die Microarray

Daten in eine neuroanatomisch plausible Hierarchie einzuordnen.

1.4. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Aus fritheren zytoarchitektonischen Studien (Morosan et al., 2005; Schleicher et al., 2005) ist
bekannt, dass sich die STS-Region weiter unterteilen ldsst, als dies in klassischen Karten
dargestellt wurde. Deshalb ist es Ziel der vorgelegten Arbeit, den anterioren bis mittleren
Bereich des STS mittels quantitativer Bildanalyse und statischer Verfahren zytoarchitektonisch
zu kartieren. Die Lage der Areale soll rekonstruiert und dreidimensional in einem
Referenzgehirn als Wahrscheinlichkeitskarte dargestellt werden. Diese Karten werden benutzt,
um in einer funktionellen Metaanalyse die BrainMap Datenbank nach neuropsychologischen
Studien zu durchsuchen. Somit kénnen die neu kartierten Areale in einen funktionellen
Zusammenhang gestellt und mit anderen auditorischen Arealen verglichen werden. Im zweiten
Teil der Studie werden die Areale auf Rezeptorautoradiogrammen identifiziert und Beobachter-
unabhingig nachgewiesen. Des Weiteren sollen die neurochemischen Eigenschaften der Areale
beschrieben und als Balance der Rezeptordichten im sogenannten Rezeptor-Fingerprint fiir
jedes Areal dargestellt werden. In einer Clusteranalyse werden die Rezeptor-Fingerprints der
Areale mit denen bereits beschriebenen Arealen verglichen. Im dritten Teil der Studie wird die
Genexpression fiir die ausgewerteten Rezeptoren untersucht und mit den Rezeptordichten der
Areale verglichen. AuBlerdem soll gezeigt werden, ob sich die Areale anhand der Expression
threr Rezeptorgene unterscheiden lassen. Die neu kartierten Areale werden als Teil des
auditorischen Systems mit Arealen des visuellen und somatosensorischen Systems verglichen,

um regionenspezifische Unterschiede herauszuarbeiten.



2. Methoden
2.1. Zytoarchitektonik

2.1.1. Histologische Prozessierung der Gehirne

Es wurden zehn Gehirne aus der Hirnsammlung der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf
untersucht (Tabelle 1). Die Korperspender waren 37 bis 85 Jahre alt und gaben ihr
Einverstdndnis zur Hirnentnahme. Die Spender hatten keine neurologischen Erkrankungen, bis
auf Fall B09, der an einem Basalganglieninfarkt litt. Die Hindigkeit der Personen ist unbekannt.
Die Hirnentnahme erfolgte binnen 24 Stunden post mortem. Die Hirne wurden nach der
Entnahme fiir mindestens drei Monate in 4%iger Formaldehydlosung oder Bodians
Fixierlosung aufbewahrt. Danach wurden die Hirnhdute und Blutgefae abpréipariert, bevor das
Gehirn in Paraffin eingebettet wurde (sieche Protokoll: Paraffin Einbettung). Das komplette
Gehirn wurde seriell geschnitten (20 um Schnittdicke). Jeder fiinfzehnte Schnitt wurde auf
einen mit Gelatinelosung liberschichteten Objekttrager aufgezogen. AnschlieBend wurden die
Zellkorper mit Silbernitrat angefdrbt (Protokoll Zellkorperfarbung, Merker B (1983)). Die
Schnitte wurden mit Propanol dehydriert und eingedeckelt. Die Areale wurden auf jedem

sechzigsten Schnitt kartiert, was einem Abstand von 1,2 mm entspricht.

Tabelle 1: Liste der Hirne fiir die zytoarchitektonische Kartierung.

Hirnnummer Geschlecht Alter [Jahre]  Todesursache Frischgewicht
(2]

BO1 weiblich 79 Harnblasen-Karzinom 1350

B03 ménnlich 69 multiple Hirninfarkte 1360

B04 méannlich 75 nekrotisierende 1349
Glomerulonephritis

B05 weiblich 59 kardiorespiratorische 1142
Insuffizienz

B06 maénnlich 54 Herzinfarkt 1622

B07 maéannlich 37 Herzinfarkt 1437

BOS8 weiblich 72 Nierenversagen 1216

B09 weiblich 79 Cardiorespiratorische 1110
Insuffizienz

B10 weiblich 85 Mesenterialinfarkt 1046

B13 maénnlich 39 Ertrinken 1234




Protokolle fiir die histologische Prozessierung der Gehirne

Paraffin Einbettung:
- Wissern fiir 4 Tage
Entfernen der Hirnhdute
Dehydration mit Isopropanol 80% 7 Tage
80% 7 Tage
96% 7 Tage
96% 7 Tage
100% 3 Tage
100% 4 Tage
100% 3 Tage
100% 5-7 Tage
Inkubation mit Chloroform 100% tiber Nacht
100% 1 Tag
100% 2 Tage
100% 2 Tage

- Inkubation mit Chloroform (100%)+ 8 Stunden
Paraffin (Mp: 42-44 °C)
- Inkubation mit Paraffin-Mix 1 Tag 62 °C

1 Tag 62 °C

3-5Tage 62°C

5-7 Tage 62°C

21 Tage 62 °C
- Einbettung in Paraffin-Mix

Zellkorperfiarbung:
- Fixierung mit 37%igem Formaldehyddampf iiber Nacht
- Deparaffinierung mit Xylol 1 Stunde (5x dippen)

fiir 2-3 Stunden
5 min in 100%, 96%,
Propanol  70%
- Waschen fiir 20-30 min
- Inkubation mit Ameisensdure 4% 3 Stunden
+H20: iiber Nacht
- Waschen fiir 20-30 min
- Inkubation mit Essigsdure (1%) 2x Smin
- Entwicklerlosung A+B+C fiir 10-60 min
- Stoppbad in Essigsdure (1%) fiir 4 min
- Waschen fiir 5 min
- Fixierung mit T-MAX (Kodak) fiir 2 min
- Waschen fiir 5 min
- Dehydration mit Propanol 2x70% 1-2 min
2x96% 1-2 min
2x100% 1-2 min
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Losungen:

Paraffin-Mix

Entwicklerlosung A

Entwicklerlosung B

Entwicklerlosung C

Entwicklerlosung
A+B+C

Paraffin (Mp: 42-44 °C)
Paraffin (Mp: 51-53 °C)
Bienenwachs (Mp: 62-65°C)

H20 (bi-dest.)
Natriumcarbonat

H20 (bi-dest.)
Ammoniumnitrat
Silbernitrat
Wolframatokieselsiure

H20 (bi-dest.)
Ammoniumnitrat
Silbernitrat
Wolframatokieselsdure
Formaldehyde (37%)

Losung A
Losung B
Losung C

500 ml
700 ml
250 ml

1400 ml
420 ml
980 ml

11



2.1.2. Beobachter-unabhingige Untersuchung der Gehirnschnitte

Ausgangspunkt der Beobachter-unabhingigen Methode der Hirnkartierung ist die
computergestiitzte Erzeugung eines Grauwertbildes (grey level index, GLI-Bild), das die

Neuronendichte des Gehirnschnittes in Graustufen wiederspiegelt.

2.1.2.1. Erzeugung der GLI Bilder

Auf den Hirnschnitten wurde die untersuchte Region rechteckig markiert (Region of Interest
=ROI, siche Abbildung 4). Die Region wurde an einem Lichtmikroskop (Axioplan 2 imaging,
Zeiss) mit automatischem Schlitten und aufmontierter CCD-Kamera (AxioCamMRm, Zeiss)
digitalisiert, indem Zeile flir Zeile Einzelbilder aufgenommen wurden, die anschlieBend von
der Bildbearbeitungssoftware (Axiovision, Zeiss) zu einem kompletten Mikroskopbild
zusammengesetzt wurden. Das digitalisierte Bild wurde anschlieBend mit einer im
Forschungszentrum Jiilich entwickelten MatLab-Software (The MathWorks Inc., Natick, USA)
in ein GLI-Bild umgewandelt (sieche Abbildung 5). Dafiir wurde das Mikroskopbild zur
besseren Detektion der Zellen zweimal gefiltert (Gauss-Filter mit den Radien von 1 Pixel und
40 Pixel). Die beiden Bilder wurden voneinander subtrahiert, mit einem individuell berechneten
Schwellwert segmentiert (Abb. 5B) und als binéres Bild gespeichert (Abb. 5C). Legt man dieses
Bild iiber das Originalbild (Abb. 5D), so erkennt man, dass nahezu alle Zellen erfasst wurden.
Das binére Bild wird in ein Raster von 16 mal 16 um eingeteilt (Abb. 5E). Fiir jedes Kédstchen
des Rasters wird das Verhéltnis von Neuronen zu Neuropil berechnet und als Grauwert

dargestellt. Das resultierende GLI-Bild ist in Abbildung 5F dargestellt (Bludau et al., 2014).
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Abbildung 4: Erstellung eines GLI-Bildes.

Das Gehirn wurde in 5500-7500 Schnitte geschnitten (20 um). Die schwarze Linie gibt die Position des gezeigten
Schnittes an. Auf diesem Schnitt wurde die ROI (schwarzer Kasten) eingezeichnet und hochaufgeldst gescannt
(1pm/Pixel). Dieser gescannte Bereich wurde mit einem hauseigenen Matlab Code in ein GLI-Bild konvertiert.
Dieses GLI-Bild ist die Grundlage fiir die Beobachter-unabhingige Analyse und dient der Erstellung von mittleren
Profilen und der Grenzfindung.

Der Vorteil der GLI-Methode ist, dass sie den Einfluss der Farbeintensitit von Gehirnschnitten
minimiert, da das Verfahren auf der Zellpackungsdichte basiert. Glia- und Epithelzellen werden
auch angeféarbt und detektiert. Sie zeigen aber keine oder nur zu vernachldssigende laminére

oder arealspezifische Unterschiede und beeinflussen so die Analyse nicht (Tower, 1973; Wree

et al., 1982).
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Abbildung 5: Konvertierung eines Mikroskopbildes in ein GLI-Bild.

Bild A zeigt einen Cortexausschnitt in der Auflosung von 1 pum/Pixel. Zur besseren Zellerkennung wird das Bild
gefiltert (B; Gauss-Filter, r=1px, r=40px). Die beiden gefilterten Bilder werden voneinander subtrahiert. Bild C
zeigt das resultierende bindre Bild. Legt man dieses Bild iiber das Mikroskopbild (D), erkennt man, dass die
Zellerkennung erfolgreich war. Das bindre Bild wird mit einem Gitter mit 16 pm Kantenlénge tiberlagert (E). Fiir
jedes Feld des Gitters wird der Prozentsatz an Neuronen zu Neuropil berechnet und in Graustufen kodiert. Diese
einzelnen Felder bilden die Pixel des GLI-Bildes (F). Abbildungen aus Bludau et. al 2014.

Das GLI-Bild gibt die relative Neuronendichte in jedem Punkt des Mikroskopbilds an, sie kann
automatisch mit den hauseigenen MatLab-Programmen analysiert werden und bildet die
Grundlage fiir die Beobachter-unabhéngige Methode. Diese besteht aus der Profilanalyse und

der Grenzfindung.

2.1.2.2. Profilanalyse

In der quantitativen Analyse wird das GLI-Bild benutzt, um die Zellpackungsdichte iiber die
kortikale Tiefe darzustellen. Dieser Graph heif3t Profil. Es wird erstellt, indem auf dem
digitalisierten ROI manuell eine duBere (zwischen Schicht I und IT) und eine innere Konturlinie
(an der Grenze zur weilen Substanz) eingezeichnet wird. Rechtwinklig zu diesen Konturlinien
werden automatisch Profillinien erzeugt. Entlang dieser Profillinien wird der GLI-Wert gegen
die kortikale Tiefe aufgetragen. Das Profil bildet die Zellpackungsdichte der einzelnen Lamina

und deren Breite ab und erméglicht dadurch die objektive Charakterisierung der Mikrostruktur
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der Areale. Da die kortikale Dicke verschiedener Areale variiert, wird die Cortextiefe auf 100%
normiert. AnschlieBend wird ein Block aus 15 Profilen zu einem mittleren Profil
zusammengefasst. Dies geschieht fiir jedes Areal an drei Stellen in der jeweiligen Hemisphire.
Alle extrahierten mittleren Profile fiir ein Areal werden iiber die zehn Gehirne gemittelt. Die
Form des mittleren Profils wird mathematisch durch einen 10-dimensionalen Merkmalsvektor,
bestehend aus Standardabweichung, Mittelwerten in x- und y- Richtung, Kurtosis, Schiefe und
deren erster Ableitung, beschrieben. Aus diesen Werten konnen in der Diskriminanzanalyse die
groBten Unterschiede in den Profilen bestimmt werden. Die strukturelle Ahnlichkeit der Areale
wird in einer Clusteranalyse berechnet. Dazu wird die euklidische Distanz der
Merkmalsvektoren der Arealprofile bestimmt und nach der Ward Methode (Ward, 1963) zu

Clustern gruppiert. Das Ergebnis der Clusteranalyse wird in einem Dendrogramm visualisiert.

2.1.2.3. Grenzfindung

Fiir die Bestimmung der Grenzen werden, analog zu der Profilanalyse, auf dem gescannten
Mikroskopbild Konturlinien eingezeichnet und automatisch Profillinien erstellt. Blocke von
benachbarten Profilen (Blockweiten von 12-24 Profilen) werden zu mittleren Profilen
zusammengefasst und durch den 10-dimensionalen Merkmalsvektor beschrieben. Mit der
Mahalanobis-Funktion (Mahalanobis et al., 1949) (Formel 1) wird die Distanz benachbarter
Profilblocke bestimmt. Dazu werden die Profilblocke iiber den zu untersuchenden
Cortexbereich fortlaufend um eine Position verschoben (sliding window Verfahren) und an
jeder Profilposition wird die Mahalanobis-Distanz (MD) der Profile aus dem mittleren

Merkmalsvektor xi bestimmt.

Diz = (xi - xi+1)' ' Ci;i+1_1 : (xi - xi+1) (Formel 1)

Ciit1' = Inverse der Varianz-Covarianz Matrix des Merkmalsvektors
Xi = Mittelwertsvektor
Dy = Mahalanobis Distanz

Die MD-Funktion eignet sich besser als die Euklidische Distanz zum Nachweis der
Arealgrenzen, da sie sensitiv auf plotzliche Anderungen im lamindren Aufbau des Cortex
reagiert und insensitiv gegeniiber allméhlichen Anderungen ist, wie sie sich durch geometrische
Verdnderungen des lamindren Musters an Faltungen des Cortexbandes ergeben. Maxima in der
Mahalanobis-Funktion geben mogliche Grenzen an (siche Abbildung 6A), die mit dem
Hotellings T?-Test und der Bonferroni-Korrektur (p < 0,01) auf Signifikanz getestet werden.
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Um die Lage der Arealgrenze zu verifizieren, wurden die Blockweiten geéndert und erneut mit
der MD-Funktion getestet. Nur Grenzen die fiir mindestens drei Blockweiten (6B) und in drei

aufeinanderfolgenden Schnitten an derselben Stelle zu finden waren wurden akzeptiert.
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Abbildung 6: GLI-basierte Grenzfindung.

Die MD-Funktion gibt die Unéhnlichkeit benachbarter Profilblocke an. An Profilposition 46, 134 und 295 ist sie
am grofiten. Diese Maxima in der MD-Funktion geben mogliche Grenzen an (A). Die Lage der Grenze wurde fiir
andere Blockweiten iiberpriift und nur akzeptiert, wenn sie fiir mehr als drei Blockweiten gefunden wurden (B).
Die Lage der Grenzen wurde auf dem Mikroskopbild (C) durch schwarze Pfeilspitzen markiert. Die Areale, die
sie abgrenzen, wurden benannt.
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2.1.3. Rekonstruktion und Berechnung der Wahrscheinlichkeitskarten

2.1.3.1. 3D-Rekonstruktion der Areale

Waren die Arealgrenzen fiir ein Gehirn belegt, wurden die Grenzen auf hochaufgelosten Scans
jedes 60sten histologischen Schnitts mit der hauseigenen Software Sectiontracer eingezeichnet.
Danach erfolgte die 3D-Rekonstruktion der Areale. Fiir die Rekonstruktion der Gehirne im
dreidimensionalen Raum standen drei Datensétze zur Verfiigung. Ein MRT-Volumendatensatz
des Gehirns vor dem Schneiden, ein Bild des Gehirnblocks vor jedem 60. Schnitt (Blockface)
und hochaufgeldste Scans von jedem 15. Schnitt. Die hochaufgeldsten Scans der Gehirnschnitte
wurden mit einer institutseigenen Software durch lineare und nicht-lineare Transformationen
an den Volumendatensatz angepasst. Damit konnten die Deformationen, die durch die
histologische Prozessierung der Gehirne entstanden, beseitigt werden. Die gleichen
Transformationsvorschriften wurden auf die Scans mit den eingezeichneten Arealgrenzen

angewendet, um die dreidimensionale Lage der Areale zu rekonstruieren.

2.1.3.2. Berechnung der Arealvolumen

Fiir die individuellen Gehirne wurde das Arealvolumen berechnet (Formel 2). Da die Gehirne
je nach Alter, Geschlecht, Krankheit und Préparationsmethode unterschiedlich schrumpfen,
wurde fiir jedes Gehirn ein individueller Schrumpfungsfaktor berechnet, der die Schrumpfung
der Areale durch die histologische Préparation korrigiert (Amunts et al., 2007). Die
Schrumpfungsfaktoren wurden aus dem Verhéltnis von Frischvolumen und Volumen nach der
Fixierung berechnet. Dabei wurde das Frischvolumen aus dem Frischgewicht abgeschétzt, da

die Dichte des Gehirns mit 1.033 g/mm?* bekannt ist (Amunts et al., 2005; Kretschmann, 1971).

Das Volumen der Areale wurde wie folgt berechnet:
V=sT-x-y-)A;-F (Formel?2)

V = Volumen des Areals [mm?]

s = Anzahl der Schnitte zwischen den Scans der eingezeichneten Areale (s=60)
T =Dicke des Schnitts (20um)

X,y = Lénge und Breite des Pixels (21,2 pm)

A; = Arealfldche in Pixeln an allen gemessenen Schnitten

F = Schrumpfungsfaktor
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Die Volumina der Areale wurden auf das Gesamtvolumen des jeweiligen Gehirns normiert, um
individuelle GroBenunterschiede auszugleichen. Diese normierten Volumina wurden mit einem
Permutationstest (n = 1000000) mit Bonferroni-Korrektur (p < 0,05) fiir multiple Vergleiche

auf Geschlechts- und Hemisphdrenunterschiede untersucht.

2.1.3.3. Erstellen der Wahrscheinlichkeitskarten

AnschlieBend wurden die Areale der zehn rekonstruierten Hirne auf ein individuelles MNI
(Montreal Neurological Institute)-Standardgehirn transformiert. Dazu wurden die Gehirne mit
Hilfe von affinen Transformationen skaliert, rotiert und geschert und anschlie3end elastisch auf
das Referenzgehirn angepasst (Homke, 2006). Die Gehirne wurden an der AC-PC-Linie
(AC=anteriore Kommissur; PC=posteriore Kommissur) ausgerichtet. Dazu wurden sie 4 mm
caudal und 5 mm dorsal in den anatomischen MNI-Referenzraum verschoben (Amunts et al.,
2005). Durch Uberlagerung der Karten im MNI-Referenzraum wurden die
Wahrscheinlichkeitskarten (pmaps) erstellt, die die individuelle Variabilitit der Areale
aufzeigen. Die Auftrittswahrscheinlichkeit wurde farbkodiert. Der Farbbereich erstreckt sich
von blau (n = 1) bis rot (n > 8) und gibt an, in wie vielen Gehirnen ein Areal in einem
bestimmten Voxel zu finden war. In den Pmaps tiberlappen die Areale. Deshalb wurde aus den
Wabhrscheinlichkeitskarten eine nicht {iberlappende maximale Wahrscheinlichkeitskarte
(MPM) berechnet, die jedem Voxel das Gehirnareal mit der grofiten Wahrscheinlichkeit
zuordnet (Eickhoff et al., 2005a). Diese maximalen Wahrscheinlichkeitskarten kénnen mit
bildgebenden neurologischen Studien verglichen werden und dienten zur Berechnung der

funktionellen Metaanalyse.
2.1.4. Funktionelle Metaanalyse der Gehirnareale

Um statistisch valide Aussagen tliber die Funktionen der Gehirnareale zu treffen, wurde auf
Basis der maximalen Wahrscheinlichkeitskarten eine funktionelle Metaanalyse erstellt.
Datengrundlage fiir die Analyse waren 7937 Studien mit gesunden Probanden aus der
BrainMap Datenbank (www. brainmap.org; Fox PT et al.(2005); Laird AR et al. (2009)). In
dieser Datenbank sind die Aktivierungsloci aus den bildgebenden Studien mit Metadaten
verkniipft, wie zum Beispiel mit den psychologischen Tests der Experimente. Die
verschiedenen psychologischen Tests sind den fiinf behavioralen Dominen Kognition,
Motorik, Emotion, Selbstwahrnehmung und Wahrnehmung zugeordnet, die weiter in

psychologische Kategorien unterteilt werden (z.B. figurative Sprache, ToM etc.). Diese
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Kategorisierung erleichtert die funktionelle Zuordnung der Areale und wurde fiir die

funktionelle Analyse der Areale benutzt.

Mit der SPM Anatomy Toolbox (Eickhoff SB et al. (2007); Link zur Toolbox https:/www.{z-
juelich.de/SharedDocs/Downloads/INM/INM-7/DE/SPM_Toolbox/Toolbox_22c.html) wurde

nach Studien in der BrainMap Datenbank gesucht, die Aktivierungen in den
zytoarchitektonischen Arealen aufwiesen (zusammengestellt in Tabelle 2). Die ausgewdhlten
Studien lieferten die psychologischen Kategorien, die fiir jedes Areal statistisch getestet wurden
(Vorwirts- und Riickwirtsinferenz). Dabei wurde tiberpriift, ob eine Aktivierung im Areal
wahrscheinlicher ist als die Grundwahrscheinlichkeit fiir eine Aktivierung in der gesamten
Datenbank (Eickhoff et al., 2011; Langner et al., 2015). Dazu wurden Binominaltests
angewendet (p < 0,05) und fiir multiple Vergleiche korrigiert (Falscherkennungsrate (FDR); p
< 0,05). AuBBerdem wurden mittels Kontrast- und Konjunktionsanalysen die Unterschiede der
Areale und die Lateralisierung innerhalb eines Areals untersucht. Der Schwellwert fiir diese
quantitativen Analysen lag bei p <0,05 und wurde fiir multiple Vergleiche Bonferroni korrigiert

(p <0,05).

Tabelle 2: Anzahl der BrainMap Experimente pro Areal.
Fiir jedes Areal wurden auflerdem die Probandenzahl und die Aktivierungen im Areal angegeben (Foci).

Areal Experimente  Subjekte Foci
TI rechts 89 1286 1347
TI links 90 1354 1286
Tel rechts 141 1964 2014
Tel links 177 2673 2866
Tel rechts 186 2738 2636
Tel links 338 4708 4529
Te2.1 rechts 152 2200 2182
Te2.1 links 286 4115 3497
Te2.2 rechts 334 4673 4499
Te2.2 links 370 5242 4872
Te3 rechts 402 5766 5300
Te3 links 219 3442 2985
STSI1 rechts 263 3752 3349
STSI1 links 319 4829 4020
STS2 rechts 233 3540 3016
STS2 links 234 3652 3316
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2.2. Rezeptorarchitektonik

2.2.1. Prozessierung der Rezeptorhirne

Es wurden sechs Hemisphéren von vier Korperspendern untersucht (Tabelle 3). Die Personen
waren 72 bis 79 Jahre alt und neurologisch und psychisch gesund. Sie willigten in die
Gehirnentnahme ein. Vom entnommenen Gehirn wurden das Kleinhirn und der Hirnstamm
entfernt und die Hemisphéren getrennt. Jede Hemisphire wurde in 5-6 ca. 3 cm dicke Scheiben
geschnitten. Diese wurden fiir 10 bis 15 Minuten in -50 °C kaltes [sopentan eingetaucht, bevor
die Gehirnscheiben bei -70 °C in luftdichten Plastikbeuteln gelagert wurden. Vor dem
Schneiden wurden die Gehirnscheiben auf -20 °C erwérmt und bei dieser Temperatur in einem
Cryomikrotom seriell geschnitten. Die Schnittdicke betrug 20 pm. Die Schnitte wurden auf
Gelatine iiberzogenen Objekttrigern aufgezogen und {iber Nacht gefriergetrocknet.

Aufeinanderfolgende Schnitte wurden jeweils mit einem anderen Rezeptorliganden inkubiert.

Tabelle 3: Liste der Hemisphiiren fiir die quantitative Rezeptorautoradiographie.

Hirn Hemisphire Alter Geschlecht Todesursache post mortem
Zeit (h)
1 rechts 72 ménnlich  Herzinfarkt 8
2 links/rechts 78  minnlich  Multiorganversagen 12
3 links/rechts 75  weiblich Bronchial-Karzinom 16
4 rechts 79  miénnlich  Chronische 12
Herzinsuffizienz

2.2.2. Rezeptorbindung und Erstellen der Autoradiogramme

Die Rezeptorbindung erfolgte in drei Schritten (zusammengefasst in Tabelle 4): In der
Prainkubation wurden die Schnitte rehydriert und an das Puffermilieu angepasst. Reste von
Neurotransmittern wurden bei diesem Schritt aus dem synaptischen Spalt entfernt. In der
Hauptinkubation wurde der Schnitt mit dem radioaktiv markierten Liganden versetzt (totale
Bindung). Zusitzlich wurde in einem zweiten Ansatz dem Puffer in 1000-fachem Uberschuss
Inhibitor zugegeben. Dieser séttigt die Rezeptorbindestellen ab, das heiflit der radioaktiv
markierte Ligand bindet nur noch unspezifisch an das Gewebe, beispielsweise an Blutgefile.
Die spezifische Bindung des Liganden an den Rezeptor ergibt sich aus der Differenz der totalen
und der unspezifischen Bindung. Da die unspezifische Bindung des Liganden an die Schnitte
kleiner als 5 % war, ist die totale Bindung eine gute Naherung fiir die spezifische Bindung. Der

anschlieBende Waschschritt in Pufferlosung stoppte die Bindung und entfernte die nicht
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gebundenen radioaktiv markierten Liganden vom Schnitt. Danach wurde der Puffer mit
destilliertem Wasser entfernt, da eine Salzkruste auf dem Schnitt das Signal des radioaktiven
Liganden blockieren wiirde. Ein p-sensitiver Film (Kodak, Biomax) wurde mit den
getrockneten Schnitten und einem Plastikstandard bekannter radioaktiver Konzentration
(Microscale, Amersham) fiir 9-15 Wochen exponiert. Nach der Entwicklung der Filme wurden
die Filmfolien mit einer CCD-Kamera (Sony, Japan; 1924 x 1459 Pixel; 27,2pm/Pixel) in 256
Graustufen digitalisiert. Die Auswertung erfolgte mit dem Bildanalysesystem KS400 (Zeiss,
Germany). Der Prozess der Autoradioradiographie ist nachzulesen bei Zilles (2002) und soll
deshalb nur kurz erlautert werden. Die Radioaktivitdt schwérzt den Film. Die Schwérzung des
Films héngt nicht-linear von der Radioaktivitétskonzentration ab. Deshalb berechnete man aus
der Eichkurve des Plastikstandards die Rezeptordichten [fmol/mg Protein] des
Autoradiogramms (sieche Abbildung 7).

Standard Eichkurve Berechnung der Rezeptordichten
280
200 R Kp+1L

b1 =
"2 Ch E-B-W,-S, L

Grauwert
S

=
s
(&)

C, = Konzentration der Bindestellen
R = Radioaktivitat
7 E = Wirkungsgrad des Szintillationszahlers
Mg B = Zerfalle pro Zeiteinheit
50 e _,8 W, = Proteingewicht des Standards
S, = spezifische Aktivitat des Liganden
K, = Dissoziationskonstante
L = freie Konzentration des Liganden in der
0 wassrigen Phase
0 05 1 15 2 25 3 35
Radioaktivitétkonzentration [10° dpm]

3 7 - 3 %lll

nach: Zilles K und A Schleicher 1995

Abbildung 7: Berechnung der Rezeptordichten.

Aus den bekannten Radioaktivitdtskonzentrationen des Standards wurde eine Eichkurve erstellt. Die hyperbolische
Eichkurve weist jeder Radioaktivititskonzentration einen Grauwert zu. Die Grauwerte des Autoradiogramms
wurden mit Hilfe der Eichkurve in Radioaktivitdtskonzentrationen (R) umgerechnet. Diese Konzentrationen
wurden in die oben stehende Formel eingesetzt, um die Konzentration an Rezeptorbindestellen zu berechnen.

In einem weiteren Schritt wurden den Konzentrationen der Rezeptorbindestellen (Cb) linear
Grauwerte von 0 (schwarz) bis 255 (wei}) zugewiesen. Das entstandene linearisierte Bild
wurde anschliefend mit den hausinternen MatLab-Skripten kontrastverstdrkt und zur besseren
Unterscheidung der Rezeptordichten pseudokoloriert. Dazu wurde den steigenden

Rezeptorkonzentrationen ein individuell skalierter Farbbereich von blau bis rot zugewiesen.
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Parallel zur Rezeptorautoradiographie wurde ein Schnitt aus jedem Set an Rezeptorschnitten
zellkorpergefirbt.  Das  ermdglicht  die  zytoarchitektonische — Uberpriifung  der
rezeptorarchitektonischen Areale. In einem weiteren Schnitt wurden die Markscheiden nach
Gallyas (1979) angefarbt. Der Prozess der Autoradiographie, vom entnommenen Gehirn zum

pseudokolorierten Schnitt, ist schematisch in Abbildung 8 dargestellt.

Hirn nach der Entnahme Hirnscheibe im

Cryomikrotom 20 pm Schnitt

4.Scheibe

3.Scheibe
2.Scheibe

5.8cheibe
1.Scheibe

—» —>
+ H? Ligand
Exposition mit B-sensitivem Film
Earb Lineari-
2t sierung mit
kodierung : Eichkurve
J‘\@ -
<« -
pseudokoloriertes linearisiertes :
Autoradiogramm Autoradiogramm A AT

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Rezeptorautoradiographie.

Das Gehirn wurde nach der Entnahme in die Hemisphéren geteilt und in ca. 3cm dicke Scheiben geschnitten. Die
Hirnscheiben wurden im Cryomikrotom bei -20°C geschnitten (oben Mitte). Die 20 um Schnitte wurden mit dem
radioaktiv markierten Liganden inkubiert. Ein B-sensitiver Film wurde mit dem radioaktiven Schnitt und dem
Plastikstandard fiir 9-15 Wochen exponiert. Das Autoradiogramm wurde mittels Eichkurve linearisiert und zur
besseren visuellen Beurteilung pseudokoloriert. In dieser Darstellung kodieren warme Farben fiir hohe, kalte
Farben fiir niedrige Rezeptorkonzentrationen.

22



(Do) 189p ey Ut uaddip

«[ddD WHO0T +] ZIDBIN W | + dseurwesop

o1 X[ “(Dob) 1Jynd Ut urw xg 1Y ‘uw oz1 Dop W g -uIsoudpy /N T + ('L HA) [DH-SLLL W OLT [ 0011 vid-d [wur] XdodalHel Isoge)uy v uIsouapy
s[unosueIN T [ +]
(Dot) 1s0p enby ur uaddip ZOSIN INWE T + Z[DBD W T + [DM INW S
S1 X[ “(Dop) 1ggnd ut utw 01Xz 19 ‘w06 LY ‘ww oz 4+ D8N AW 0Z1 + (4L HA) [DH-SHL WW 0§ [T 11996€8 AMS  [IAU £9°1] 06£€2-HOS[He] Istuoseuy 'a urwedo(y
(Do) 180p eNby ut uaddip
SI X¢ (Dob) ToJNg Ul uIw O[Xg LY ‘uw oz| 1Y ‘uw og (L°L HY) IOH-SUL W LT [ o1] utsesuery [ $1°7] unrosueiod[Hel Isoge)uy ZLHS
(Dob) 1s9p enby ur uaddip 18q100SY %10°0
SI X¢  “(Dop) JoJynd ut urw gx| 1Y ‘uiw 09 LY ‘uw g+ 0D WW  + (9°2 H) [DH-SUL W L] [ 01] uureydAnAxoipAH-g [Wu 1] LVdd-HOS-[Hel Istuody VILHS uruojoIog
Dot 199 159p enby ur uaddip
SI X[ “(Dob) 1ogynd Ut uru GX | 19 ‘uw 06 L1y ‘unw gy ZIDSIN AW T + ($°L HA) [DH-SLLL W 0§ [ o1] rerAsowuruerojuay g [ 9] 200 128X A Hel IstuogeIuy w
Dot 199 159p enby ur uaddip
N XI “(Dop) Joygnd ur urw gxg 1Y ‘w09 LY ‘g (L Hd) Joyyndieydsoyd-i/EN INW S [T 01] rejAsowurwejoluoyq [ 0] wisozexd[Hel Istuoseuy 0 ureuaIpY
Dot 199 159p enby ur uoddip ANSd W [0
6 X[ “(Dob) 1Jynd Ut ur gxg 19 ‘uw gy L UG+ VIAd WW [+ (¢°L HD) [DH-SHL W 0§ [ o1] reysurdony [ 1] NV A--[Hel IstuogeIuy N
Dot 199 159p enby ur uaddip
N XI “(Dop) Joygnd ur urw gxg 1Y ‘w09 LY ‘i o7 ZOSIN NW 01 + (§°2 HA) SHLL-sadoH AW 0T [T 1] joyorqie)y [N §°0] utowanoXQ[Hel ISIUOSY N
(Dot) 180p eNby ut uaddip
4! XI “(Dob) 1oJynd ut urw [xg Dob ‘U 09 L1y ‘unw gy (¥°L H) 198ury-sqars] ‘PO [ o1] prorgoorpAyrputdrzuarg [wu 1] urdrzuong[H] IstuogeIuy W
(Dop) 1s9p enby ur uaddip 2[DD W §°T + Z[DBIN INW §°0 + D INW S
S1 X[ (Dot) Toyng ut urw g 19 ‘u 06 LY ‘U0z + [DBN INW 0T1 + (§°L HA) sup-sadoy w g1 [T 001] yenreruoSorpAyrpunodiN [Wu g0 wipnedidg[H] ISIUOTY unodIN urjoyo[A100y
(Do) 189p enby ur uaddip jstuoSejuy
6 X[ “(Dob) 1Jynd ur uru [xg Dob ‘U 09 Dob ‘Wi 61 (¥°L HA) IDH-SUL W 0LT [ ¢] wedazeuory [ 1] [rueoewngq[He] JoAnnadwoy  urdozerpozuog
(Dop) 1s9p enby ur uaddip
o1 XTI “(Dob) 1pynd Ul 008 Txg Do ‘U 09 Dot ‘Wl gx¢ 2[0.D W §°T + (2°L H) IDH-SHL INW 0§ [T 0011 $¥85S dOD [Wu §°11 929t dDO[HE] Istuogejuy Iygvo
(Dot) 1s0p enby ur uaddip
48 XTI *(Dob) Jogynd Ul 098 £XE Dot ‘U O Dot ‘Ul gxg (0°L HA) enp-sLIL W 0§ [ o1] vavo [ £°L] Tounosnig[He] Istuody vvavo veavo
[6X7]
9sop enby wr uaddip x| «[e
o1 ‘(Do) Toyng ur umu gxg Dot ur 09 1 wwexg W 001 +] (9°2 Hd) seyng-reydsoyd Nw 01 [ 1] rewemnin-g [ 1] s6v° 17 ATIHE] Istuogejuy €/cg npuw
Qo)
sop enby ur ueddip x| s[urpruuadg 1
4} ‘(Dob) Toyng ur umu gxg 19 ‘uw 09 LY umugr 0§+ uok[D N o€ +] (2°L HA) [DH-SLLL INW 0§ [ 0011 T08-STIN-(+) [ 61 T08>IATHE] Istuogeiuy VANN
LY 19q ua1drxyy pAYap[e
-1RIN[D/U0OY W 23S «[1e1008
4 TXT (Dotr) 1IN UL 935 $X¢ Dot ‘Ul G Dob Ww xg e Ww oI +] (1°L Hd) weeoe-sup W 05 [ 001] 180T INAS [Wu 6] reuresi[He] ISIUOTY Jeurey|
(Do¥) uosdIXY pAYOp[E
-IN[H/U0ROY W IS
S1 TXT ‘(Dot) 1IN UL 935 $Xr Dob ‘Ul G Dob WW OXE  «[NDSY W 001 +] (7°L H) 1e100e-SLLL, INW 0§ [AM 017 d1efenbsingy (AU 011 VANVIHE ISIu0sY VANV eweinyo
(uayoop ur) wo)sAs
uonisodxg NLIYOSYISE A uoneqmyundney UONBqNYULIO A Joyndsuoneqnyjug J0madwoy] puediy S13o[oyeuLIeyJ 10ydozay -IoNIWSURI],

ie.

iograph

.

Bindeprotokolle der quantitativen Rezeptorautorad
* Die in eckigen Klammern angegebenen Konzentrationen der Substanzen des Inkubationspuffers wurden nur

im Puffer der Hauptinkubation verwendet.

Tabelle 4
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2.2.3. Beobachter-unabhingige Untersuchung der Autoradiogramme

Die Lage der zytoarchitektonischen Areale wurde auf den Autoradiogrammen der
Rezeptorbindestellen identifiziert und mit Hilfe der zellkdrpergefarbten Schnitte liberpriift.

Danach erfolgte die quantitative Auswertung der Autoradiogramme.

2.2.3.1. Erstellen von ,,Rezeptor Fingerprints*

Auf den pseudokolorierten Autoradiogrammen wurde der Cortex durch zwei Konturlinien
abgegrenzt. Die dulere Konturlinie wurde am Beginn von Schicht I, die innere Konturlinie am
Ubergang zur weillen Substanz eingezeichnet. Orthogonal zur Konturlinie wurden automatisch
Profillinien erzeugt. Entlang dieser Traversen wurde ein Rezeptorprofil erstellt, indem die
Rezeptordichte gegen die kortikale Tiefe aufgetragen wurde. 15 dieser Profile wurden zu einem
mittleren Profil zusammengefasst. Aus diesem mittleren Profil wurde die mittlere
Rezeptordichte tiber alle kortikalen Schichten bestimmt. Das geschah fiir jeden Rezeptor an
drei Stellen pro Areal und Hemisphire. Die mittleren Rezeptordichten eines Areals wurden iiber
alle Hemisphdren gemittelt. Diese Grand mean-Werte aller Rezeptortypen wurden fiir jedes

Areal in Polarkoordinaten aufgetragen und heilen Rezeptor-Fingerprint.

2.2.3.2. Grenzfindung in Autoradiogrammen

An den Arealgrenzen dndert sich hdufig das lamindre Muster der Rezeptordichten. Diese
Anderung kann mit der Beobachter-unabhiingigen Methode nachgewiesen werden (Abbildung
9). Dazu wird der Cortex analog zur Erzeugung der Rezeptorprofile mit Profillinien {iberzogen.
Danach werden die Intensitétsprofile fiir jede dieser Linien bestimmt, wobei die Rezeptordichte
von der pialen Oberfliche bis zum Ubergang zur weilen Substanz aufgetragen wird. Die
Rezeptorprofile werden zu unterschiedlich grofen Blocken zusammengefasst und durch einen
zehndimensionalen Merkmalsvektor beschrieben, der die Charakteristika des mittleren Profils
zusammenfasst. Die Merkmalsvektoren benachbarter Profilblocke werden an jeder
Profilposition mittels der Mahalanobis-Funktion auf Undhnlichkeit verglichen. Maxima in der
Mabhalanobis-Distanz zeigen abrupte Anderungen in der Rezeptordichteverteilung und somit
mogliche Grenzen an. Die Grenzen werden mit dem Hotelling‘s T2-Test auf Signifikanz
getestet und Bonferroni (p < 0,01) korrigiert. Lassen sich die Grenzen fiir mindestens drei

andere Blockweiten reproduzieren wird die Grenze akzeptiert.
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Abbildung 9: Grenzfindung in Rezeptorautoradiogrammen.

Auf dem pseudokolorierten Autoradiogramm des M»-Rezeptors (Bild A links) wurden Profillinien zwischen einer
dufleren und inneren Konturlinie erzeugt (Bild A Mitte, nur jede 5.Profillinie dargestellt). Fiir jede Profillinie
wurde ein Intensitdtsprofil des Rezeptors erstellt. Rezeptorprofile wurden zu unterschiedlich groen mittleren
Profilen zusammengefasst (Blockweite n = 10 bis n = 20). Benachbarte Profilblocke einer Blockweite wurden
mittels der Mahalanobis-Distanz (MD) auf Unédhnlichkeit iiberpriift. Bild B zeigt die Mahalanobis-Funktion fiir
eine Blockweite von 20 Profilen. An Profilposition 145, 359 und 588 fanden sich signifikante Unterschiede
zwischen den Profilblocken. Diese Grenzen konnten fiir andere Blockweiten bestitigt werden. Die Position der
Grenzen wurde auf dem unkolorierten Autoradiogramm markiert (Bild A rechts). Es konnten nicht nur die gut
sichtbaren Grenzen zwischen Te3/STS1 und STS2/MTG1 mit dieser Methode nachgewiesen werden, sondern
auch die nicht so offensichtliche Grenze zwischen STS1 und STS2.
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2.2.3.3. Clusteranalyse der STS-Areale

Die Grand mean Werte der Rezeptordichten unterscheiden sich je nach Rezeptortyp sehr stark
und erschweren die Auswertung der Rezeptoren mit niedriger Rezeptordichte. Deshalb wurden
die mittleren Rezeptordichten eines Areals auf den Mittelwert aller Areale eines Rezeptors
normiert. Damit schlieft man aus, dass Rezeptoren mit hohen Rezeptordichten die Berechnung
dominieren. Die normierten Rezeptordichten dienten in einer Multivarianzanalyse als
Merkmalsvektoren. Die Merkmalsvektoren wurden mittels Euklidischer Distanz und dem Ward
Verkniipfungsalgorithmus auf Ahnlichkeit {iberpriift und hierarchisch zu Clustern
zusammengefasst. Dabei zeigen die Areale eines Clusters eine dhnliche Balance in den
Rezeptordichten. Das Ergebnis wurde als Dendrogramm dargestellt. AuBerdem wurde mittels
multidimensionaler Skalierung (MDS) ein Graph (MDS-Plot) erzeugt, um die Ahnlichkeiten in

der Balance der Rezeptordichten als Abstand im zweidimensionalen Raum darzustellen.

2.3. Transkriptomik

Ein Rezeptor kann von bis zu 16 Rezeptorgenen bestimmt werden, die dessen physiologische
Eigenschaften beeinflussen kdnnen. Diese funktionelle Feinregulation der Rezeptoren wurde
fiir die zytoarchitektonischen Areale mittels Transkriptomanalyse der Rezeptorgene untersucht.
Grundlage der Transkriptomanalyse ist der Datensatz des Allen Brain Atlasses

(www.human.brain-map.org). In diesem Atlas ist die Genexpression in 3682 Gewebeblocken

von sechs Spendern untersucht worden. Das Genprofil jedes Gewebeblocks enthélt
Informationen von iiber 62000 m-RNA Sonden. Damit werden ca. 93 Prozent der bekannten
Gene abgedeckt. Die Expressionsdaten eines Gens wurden auf die Expression des Gens im
ganzen Gehirn normiert und als z-Werte dargestellt. AuBerdem wurden die
Genexpressionsprofile der Spender normiert, um sie vergleichbar zu machen (technische
Details sind im ,,technical white paper* auf der Webseite nachzulesen). Die Position der
Gewebeblocke wurde im ICBMI152-Raum dargestellt und mit den Informationen des
normierten Genprofils verkniipft. Dieser Allen Brain Microarray Atlas wurden mit den
anatomischen Karten des JuBrain Atlasses iiberlagert. Fiir die Selektion der Gewebeblocke

eines bestimmten Areals wurde JuGEx (www.fz-juelich.de/inm/inm-1/jugex), ein im Institut

entwickeltes MatLab-Skript (Bludau et al., 2018), benutzt. Dieses Programm filtert die

Microarray Daten jedes Gewebeblocks nach der Expression vorher definierter Gene.

26



2.3.1. Datenerhebung

Zunéchst wurde eine Rezeptor-Genliste erstellt. Dazu wurde die menschliche Gendatenbank
von PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) durchsucht. Als Suchkriterium diente der
Rezeptorname. In die Genliste wurden Rezeptorgene, Gene von Rezeptoruntereinheiten und
regulatorische Proteine, sofern sie unmittelbar mit dem Rezeptor assoziiert sind, aufgenommen.
Die Genliste umfasste 54 Rezeptorgene, die in Tabelle 5 aufgelistet sind. Diese Genliste wurde

mit JuGex in das Format des Allen Brain Microarray Atlasses konvertiert.

Tabelle 5: Genliste fiir die Transkriptomanalyse

Transmitter System  Rezeptortyp Rezeptorgen
Glutamate AMPA GRIA1-4
Kainat GRIKI1-5
NMDA GRIN1

GRIN2A-D
GRINA
GRIN3A-B
GABAergic GABAa  GABRAI-6
GABRBI1-3
GABRGI-3
GABRD/E/P/Q
GABRRI1-3
GABARAP
GABARAPL2-3
GABAB GABBRI1
Cholinergic Mi CHRM1
M2 CHRM2
M3 CHRM3
nicotinic = CHRNA2/4/7
CHRNB2
Adenosinergic Adenosin  ADORAI1
Serotoninergic SHTia HTRI1A
SHT2 HTR2A
Dopaminergic D DRDI

Die neu kartierten Areale und 13 weitere JuBrain Areale aus dem sensorischen und motorischen
Cortex (Tabelle 6) wurden in den Referenzraum des Allen Brain Atlasses (ICBM152)
transferiert. Benutzt wurde ein MatLab Skript des Instituts, das nicht-lineare Transformationen
fiir die Registrierung verwendet. Gewebeblocke innerhalb eines Areals wurden mit JuGex
selektiert und die Rezeptorgen-Expression anhand der Genliste aus dem Allen Brain Datensatz
ermittelt (Tabelle 7). Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, wurde die GroB3e der Areale
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auf 60% der maximalen Ausdehnung beschréinkt. Die Daten von linker und rechter Hemisphére

wurden zusammengefasst und die mediane Genexpression fiir jedes Areal bestimmt.

Tabelle 6: Gehirnareale fiir die Transkriptomanalyse

Funktionelles System JuBrain Areal

Brodmann Areal

visuell hOcl 17
hOc2 18

hOc3d 19

hOc3v 19

hOc4d 19

hOc4v 19

auditorisch Tel 41

Te3 22

STS1 22

STS2 21
somatosensorisch PSC3 3
PSC2 2
PSC1 1
motorisch area 4 4
area 6 6

Tabelle 7: Analysierte Gewebeblocke pro Areal

Areal LH RH )

Tel 11 2 13

Te3 13 4 17

STSI1 12 6 18

STS2 16 11 27

hOcl 32 7 39

hOc2 15 3 18

hOc3v 19 6 25
hOc3d 9 0 9
hOc4v 5 2 7
hOc4d 3 1 4

PSC1 13 10 23

PSC2 11 2 13
PSC3 7 1 8

area4 24 8 32

areab 21 8 29

total 282
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2.3.2. Datenauswertung

Die mediane Genexpression der Rezeptorgene eines Areals wurde in Polarkoordinaten
aufgetragen und stellt den genetischen Fingerprint dar. Die Anordnung der Rezeptorgene
entspricht den Rezeptortypen des Rezeptor-Fingerprints. Da die Genexpression auf z-Werte
normiert wurde, lassen sich die genetischen Fingerprints, bei gleicher Skalierung, direkt
miteinander vergleichen. Unterschiede der genetischen Fingerprints wurden mittels
multidimensionaler Skalierung (MDS) fiir die verschiedenen sensorischen Regionen berechnet
und in einem MDS-Plot dargestellt. Fiir ionotrope Rezeptoren, die aus mehreren
Rezeptoruntereinheiten bestehen, wurde ein neues Darstellungsverfahren gewihlt. Die Gene
eines Rezeptortyps wurden gegen alle untersuchten Areale aufgetragen. Dafiir wurde ein
MatLab-Skript geschrieben, das die Genexpressionswerte der Areale interpoliert und das
Ergebnis als Oberflache darstellt. Diese Art der Darstellung hat den Vorteil, dass differentielle
Expression der Rezeptorgene intuitiv an Anderungen im Muster des Reliefs abgelesen werden
kann. Gene, die ein verdndertes Muster zeigen, konnen daraufhin weiter analysiert werden. In
Abbildung 10 ist die Methode der Genkartierung dargestellt. Die Abbildung zeigt eine Genkarte
des NMDA Rezeptors und deren Vorteil bei der Untersuchung differentieller Genexpression
somatischer Systeme. Die Abbildung zeigt differentielle Genexpression fiir ein Gen einer
Rezeptoruntereinheit (rote Ellipse). Es wird in auditorischen Arealen (orange) hochreguliert,
wihrend das Gen in visuellen Arealen (lila) herunterreguliert ist. Differentielle Genexpression
zwischen zwei zytoarchitektonischen Arealen wurde anschlieBend mit JuGex ausgewertet.
Dazu wurden die entsprechenden Daten aus dem Allen Brain Datensatz heruntergeladen und
die Unterschiede in der Genexpression mit einer permutatierten ANOVA (n=10000) auf
statistische Signifikanz getestet. AuBlerdem wurde nach Rezeptorgenen von ionotropen
Rezeptoren gesucht, die iiber alle Areale gleich reguliert waren, so dass man davon ausgehen
kann, dass die Rezeptoruntereinheiten in einem Rezeptor verbaut werden. Fiir die Rezeptorgene
solcher Genpaare wurde eine Korrelation berechnet. Um die Aussagen der
Genexpressionsanalyse zu verifizieren, wurde das Genexpressionsprofil fiir jeden Rezeptortyp
mit den mittleren Rezeptordichten korreliert. Beide Korrelationen wurden mit einem Pearson-

Test mit anschlieBender ANOV A berechnet.
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Genkartierung Cytoarchitektonik

Auswahl der Gewebebldcke
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Abbildung 10:Methodeniibersicht der Genkartierung.

Grundlage der Genkartierung ist der Allen Brain Microarray Datensatz. Fiir die Auswertung wurden die
zytoarchitektonischen Karten in ICBM152, den Referenzraum des Allen Brain Atlasses, transferiert (1). Diese
anatomischen Karten wurden benutzt, um aus dem Microarray Atlas Gewebeblocke zu selektieren. (2). Fiir jeden
Gewebeblock pro Areal wurde das Genexpressionsprofil fiir die ausgewéhlten Rezeptorgene aus dem Datensatz
extrahiert und anschlieBend die mediane Genexpression pro Areal bestimmt (3). Die Rezeptorgenexpression wurde
in Polarkoordinaten aufgetragen und stellt den genetischen Fingerprint des Areals dar (4). Fiir die ionotropen
Rezeptoren wurde aus diesen Daten eine oberflidchen-basierte Genkarte erstellt (5). Dazu wurde die Expression
der einzelnen Gene eines Rezeptortyps gegen alle untersuchten Areale aufgetragen. Diese Art der Darstellung
veranschaulicht Unterschiede der einzelnen funktionellen Systeme (auditorisch, motorisch, somatosensorisch,
visuell) am besten. Die rote Ellipse in der Genkarte zeigt ein Rezeptorgen, das im auditorischen Cortex hoch- im
visuellen Cortex aber herunterreguliert ist.
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3. Ergebnisse
3.1. Zytoarchitektonik

3.1.1. Raumliche Lage der Areale STS1 und STS2

Es wurden zwei Areale, STS1 und STS2, im Sulcus temporalis superior gefunden. Abbildung
11 zeigt den rostrocaudalen Verlauf der Areale an einem exemplarischen Beispiel. Areal STS1
(rot) liegt hauptsédchlich auf der oberen Bank des Sulcus. Es grenzt lateral an das bereits
beschriebene Areal Te3 (Morosan et al., 2005), das heift es erstreckt sich vom Sulcusgrund bis
mindestens zur der Mitte der oberen Bank des Sulcus, erreicht aber nicht selten die Krone des
STG. Medial grenzt das Areal an STS2. STS2 liegt auf der unteren Bank des Sulcus und endet
an der Krone des MTG, auf welche es sich nur selten erstreckt. STS2 wandert rostral auf die
obere Bank und verdriangt dort STS1. Die beiden Areale verlaufen in rostrocaudal Ausdehnung

parallel zu Te3.

e
caudal

Schnitt 4

rostral

Schnitt 1 B STST

W sTS2

Abbildung 11: Rostrocaudaler Verlauf der Areale STS1 und STS2.

Die Abbildung zeigt die beiden Areale STS1 und STS2 in ihrem rostrocaudalen Verlauf. STS1 liegt meist auf der
oberen Bank, STS2 auf der unteren Bank des Sulcus temporalis superior (STS). Die gezeigten Schnittebenen
wurden in der Ubersicht markiert.
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3.1.2. Zytoarchitektonische Beschreibung der Areale

Die neu kartierten Areale unterscheiden sich eindeutig in ihrer Mikrostruktur. Wie sie sich

untereinander und zu Nachbararealen abgrenzen lassen, soll im Folgenden beschrieben werden.

Auf der Gyruskrone liegt das bereits beschriebene Areal Te3 (Abbildung 12D). Es hat eine
breite Schicht IT und I'V. Die Schicht IIlc ist prominent und dominiert das Erscheinungsbild des
Areals. Sie besteht aus groflen Pyramidenzellen, die dicht angeordnet sind. Die innere granulére
Schicht ist in Te3 breiter und die fiinfte Schicht ist zelldichter als in STS1. Der Ubergang zur
weillen Substanz ist kontinuierlich. Geprigt ist das Erscheinungsbild des Areals durch die
Anordnung der Zellen in vertikalen Zellsdulen, die an Orgelpfeifen erinnern
(Orgelpfeifenstruktur bei von Economo und Koskinas (1925)). Diese Zellsdulen sind in STS1

weniger ausgepragt.

STS1 (Abbildung 12C) zeichnet durch folgende Charakteristika aus. Schicht II ist breit und
geht allmihlich in Schicht I iiber, so dass der Ubergang ondulierend wirkt. Schicht Illc hat
kleinere Pyramidenzellen und auch nicht die Breite die sie in Te3 einnimmt. Die granuldren
Zellen in Schicht IV sind in Clustern angeordnet und die Schicht erscheint relativ breit. Schicht
V ist zellarmer als Schicht I'V. Schicht VI ist klar erkennbar und gut gegen die weille Substanz
abgegrenzt. Das Erscheinungsbild von STS1 wird dominiert von Schichten II, IV und VI und
zellarmeren Schichten IIIa/b und V. Deshalb dominiert in diesem Areal eine horizontale,

bandartige Struktur.

STS2 (Abbildung 12C) hat eine dichte und kompakte Schicht II, die sich klar gegen die Schicht
III abgrenzen ldsst und ein gutes Kriterium fiir die Unterscheidung von STS1 und STS2 ist.
Schicht ITlc ist breiter als in STS1 und besteht aus groBeren Pyramidenzellen. Die vierte Schicht
ist schmaler und gradliniger als in STSI. Ihre granuldren Zellen sind oft in Kolumnen
angeordnet. Die Zellen von Schicht V und VI sind in etwa gleich grof3 und gleich verteilt, so
dass die beiden Schichten nicht immer gut voneinander abgrenzbar sind. Die Grenze zur weillen

Substanz ist relativ scharf.
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Abbildung 12: Zytoarchitektonische Arealgrenzen von STS1/2.

In einer Ubersicht wurden die Lage des Gehirnschnitts und die Areale markiert (A). Zytoarchitektonische
Arealgrenzen befinden sich an der angegebenen Position (Pfeilspitze). Auffilligstes Merkmal von MTGI sind die
Zellen in ITlc, die sich von Schicht IV abheben und der ondulierende Ubergang von Schicht IT zu IIT (B). STS2
unterscheidet sich von STS1 durch die kompakte Schicht 1, eine breitere Schicht I1Ic mit groBeren Pyramiden (C).
Te3 hat groBere Pyramidenzellen in Schicht I1I und einen allméhlichen Ubergang in die weifle Substanz und l4sst
sich dadurch von STS1 abgrenzen (D). Die Cortexschichten wurden am rechten Bildrand markiert.
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Lateral an STS2 schlief3t ein bisher unkartiertes Areal an, das wir unserer Nomenklatur folgend
MTGI1 genannt haben (Abbildung 12B). Es zeichnet sich durch eine lockerere Zellverteilung
in Schicht II aus. Diese Schicht ist oft breiter als in STS2. Der Ubergang zur dritten Schicht ist
flieBend. Die Schicht Illa/b ist relativ zellarm und breiter als in STS2. Schicht Illc ist
gekennzeichnet durch gréfere Zellen in wenigen Zellschichten, die meist nicht direkt der
vierten Schicht aufliegen. Schicht IV ist nicht so kolumnar wie in STS2. Schicht V hat meist
ein Band groBerer Pyramidenzellen unter Schicht IV, oft mit einem kleinen Abstand zu dieser
Schicht. Gegen Schicht VI nimmt die ZellgroBBe und Zelldichte ab, so dass die VI. Schicht oft

deutlich zu sehen ist.

Am Temporalpol schlieit ein Areal an, das noch nicht kartiert ist. Es wurde Tp2 genannt
(Abbildung 13A). Schicht II wirkt weniger kompakt. Die Schicht IIla/b ist breiter und die
kleinen Pyramidenzellen sind locker iiber die Schicht verteilt als in STS2. In Schicht Illc
werden die Pyramidenzellen mittelgrof3, sind aber noch locker verteilt. In Schicht V nimmt die
ZellgroBe zur sechsten Schicht hin ab, die Zelldichte bleibt aber in etwa gleich. Da an der

Grenze zur Schicht VI die ZellgroBe wieder ansteigt, ist die VI. Schicht gut zu erkennen.

Caudal der neu beschriebenen Areale liegt ein Areal, welches ebenfalls noch nicht kartiert ist
und STS3 genannt wurde (Abbildung 13B). Es zeichnet sich durch eine dichtere, kompaktere
Schicht II aus. Die Grenze zur dritten Schicht wirkt ruhiger und weniger ondulierend. Die
Schicht IIlc ist breiter als in STS1 und besteht aus groBeren Pyramidenzellen. Schicht IV wirkt
schmaler und die Zellen sind nicht so locker gepackt wie in STS1. Die fiinfte Schicht ist dichter
und besteht aus groBeren Pyramidenzellen unter Schicht IV. Schicht VI ist relativ gut
abgrenzbar. Charakteristisch fiir das Areal sind die Zellsdulen, die sich von der III. bis zur VI.
Schicht erstrecken und dem Areal eine ausgeprigte ,,Orgelpfeifenstruktur® (vgl. Economo

1925) geben.
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Abbildung 13: Zytoarchitektonische Arealgrenzen am rostralen und caudalen Ende

In einer Ubersicht wurden die Lage des Gehirnschnitts und die vergroBerte Cortexstelle markiert. Dargestellt sind
die Grenzen (Pfeilspitzen) zwischen den Arealen STS2 und Tp2 am rostralen Ende (A) und STS1 und STS3 am
caudalen Ende (B). Areal STS2 unterscheidet sich von Tp2 durch einen kolumnaren Aufbau und gleichméBigere
Verteilung der Zellen in Lamina V und VI, STS3 ist gut durch die prominenten Pyramidenzellen in Lamina III
von STS1 zu unterscheiden. Die Cortexschichten wurden am rechten Bildrand markiert.

Die Unterschiede in der Mikroarchitektur der Areale lassen sich mathematisch durch Profile
beschreiben. Profile stellen die Zelldichte iiber die Cortextiefe dar. Sie geben damit Aufschluss
iber die Breite und Neuronendichte der einzelnen Schichten. In Abbildung 14 ist ein
Cortexausschnitt von jedem Areal gezeigt. Dieser Ausschnitt wurde einem Profil, das an dieser

Stelle extrahiert wurde, gegeniibergestellt.
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Zytoarchitektonische Unterschiede in den Arealen lassen sich an der Form der Profile ablesen.
Zum Beispiel ist die gutentwickelte Schicht IlIc im Profil von Te3 gut zu erkennen, die es vom
STS1-Profil unterscheidet. Auch die geringere Zelldichte von Tp2 in den supragranularen
Schichten und Zunahme der Zellgrofe infragranuldr zeigen sich deutlich im entsprechenden

Profil.

Abbildung 14: Arealausschnitte mit GLI-Profil.

Die Ausschnitte zeigen die Mikrostruktur der Areale. Die Laminae sind am linken Rand markiert. Am rechten
Rand sind die GLI-Profile der Areale dargestellt. Die Mikrostruktur jedes Areals wird durch das GLI-Profil gut
abgebildet, zum Beispiel ist der zellarme Bereich zwischen Schicht III und IV in Areal MTGI1 und die
supragranuldr niedrigere Zelldichte im Areal Tp2 gut zu erkennen.

Eine Reduktion der Areale auf den GLI-Wert bedeutet, dass nicht alle zytoarchitektonisch
relevanten Informationen dargestellt werden konnen. So konnen die Zellform und die
Orgelpfeifenstruktur, die gerade fiir Te3 und STS3 charakteristisch sind, mit dieser Methode
nicht dargestellt werden. Doch zeigt gerade diese Gegeniiberstellung, dass Profile ein probates

Mittel darstellen, um die Mikrostruktur der Areale abzubilden.
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3.1.3. Hierarchische Clusteranalyse

Fiir die Areale STS1 und STS2 wurden GLI-Profile an drei Stellen pro Hemisphéare extrahiert.
Die gemittelten Profile der Areale aller Gehirne wurden fiir die Analyse der geometrischen
Form in 10 gleichgroBe Abschnitte unterteilt (Bins). Diese wurden mittels Diskriminanzanalyse
miteinander verglichen. Die Hauptunterschiede ergaben sich fiir die Bins 3/4 beziehungsweise
8/9, was in etwa Schicht III und V entspricht. Ein Hauptunterscheidungsmerkmal zwischen
STS2 zu STSI ist eine breitere Schicht III und eine gleichméaBigere Zelldichte in der fiinften
Schicht. AuBerdem ldsst sich der Befund auch in den individuellen Profilen in Abbildung 14

nachvollziehen.

Danach wurde mit dem gleichen Datensatz eine hierarchische Clusteranalyse durchgefiihrt.
Dabei wurden die Profile der Areale STS1 und STS2 mit denen der Areale Tel bis Te3 und den
Profilen der Broca Areale (BA 44, BA45) verglichen. Die Profile der Areale wurden nach ihrer
Ahnlichkeit in verschiedene Cluster eingeteilt und in einem Dendrogramm dargestellt
(Abbildung 15). Die Clustereinteilung wurde statistisch {iberpriift. Mit einem cophenetischen
Koeffizienten von 0,9746 gibt es kein Dendrogramm, das die Ahnlichkeiten in den Profilen der
Areale besser darstellt. Abbildung 15 zeigt die vier Cluster der Analyse. Die neuen Areale STS1
und STS2 bilden ein eigenes Cluster und unterscheiden sich deutlich vom primér auditorischen
und vom hoher assoziativen Cluster. Die groBten Unterschiede bestehen jedoch zu den Broca

Arealen.

primar auditorischer Cluster
Te 1.1 :|
Te1.0
héher assoziativer Cluster
Te 3

Te 2.2

Te 2.1
STS Cluster

STS1 :|
STS2
Broca Cluster

45 —l
44 —I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Euklidische Distanz

Abbildung 15: Dendrogramm der Clusteranalyse.

Die mittleren Profile der Areale wurden iiber alle kartierten Gehirne gemittelt und mittels der Euklidischen Distanz
und dem Wardschen Verkniipfungsalgorithmus verschiedenen Clustern zugeordnet. Es zeigte sich, dass die neu
kartierten STS-Areale ein eigenes Cluster bilden und sich deutlich von Tel-3 unterscheiden.
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Von allen kartierten Gehirnen wurden die Volumina der Areale bestimmt (Methode, Formel 2).
Die Ergebnisse der Arealvolumina sind in Abbildung 16 dargestellt und entsprechen dem auf
das Frischgewicht korrigierten Wert. Das mittlere Volumen tiber die 20 Hemisphéren betragt
fiir Areal STS1 2007 mm? (SD=489) und fiir Areal STS2 3047 mm? (SD=600). Die Volumina
weichen mit 20 bzw. 25% vom Mittelwert ab. Das sieht man auch an den Volumina der
einzelnen Gehirne. Bei STS1 (Abbildung 16A) fillt auf, dass bei BO6 und B09 das linke
Arealvolumen grofer ist. Bei BO7, B10 und B13 sind die rechten Volumina leicht grofer und
bei den anderen Gehirnen ist der Unterschied der rechten Hemisphére stark ausgeprigt. Bei
STS2 (Abbildung 16B) ist in BO3, B06 und B13 das Volumen der linken Hemisphére grofer in
B09 gleich und in den restlichen Gehirnen rechts grofler. Die Volumen der Areale wurden mit
einem nicht-parametrischen Permutationstest auf Unterschiede getestet (Permutationen:
n=1000000). Bei Verwendung eines p-Wertes von 0,05 und Bonferroni-Korrektur ergaben sich
keine geschlechtsspezifischen Unterschiede, auch konnte keine Lateralisierung der Areale

festgestellt werden.
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Abbildung 16: Arealvolumina der zehn untersuchten Gehirne.

Dargestellt sind die auf das Frischgewicht der Gehirne korrigierten Volumina der beiden Areale STS1 und STS2.
Die Volumenwerte sind fiir die linke (blau) und rechte Hemisphére (rot) angegeben. Die Arealvolumen zeigten im
Permutationstest keine signifikanten Unterschiede beziiglich Lateralitét und Geschlecht.
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3.1.4. Wahrscheinlichkeitskarten

Die Arealvolumen der einzelnen Gehirne wurden im MNI-Referenzgehirn iiberlagert und
stellen die interindividuelle Variabilitit der Areale dar. Abbildung 17 zeigt die Ausdehnung der
Areale als Wahrscheinlichkeitskarten (pmaps). Die rostrocaudale Ausdehnung der Areale
wurde in einem sagittalen Schnitt (x = 54) dargestellt. Die laterale Ausdehnung wurde in einer
koronaren Schnittserie (y = -5, y = -15, y =-25) dargestellt. Die Auftrittswahrscheinlichkeit der
Areale in jedem Voxel ist farbkodiert. Dabei bedeutet rot, dass das Areal in wenigstens acht
Gehirnen in diesem Voxel gefunden wurde, blau bedeutet eine Ubereinstimmung in hdchstens
zwei der Hirne. Da die Nachbarareale bis auf Te3 noch nicht kartiert sind, muss fiir die
Berechnung der maximalen Wahrscheinlichkeitskarten (MPM) ein Schwellenwert von 40%
angenommen werden, um die Ausdehnung der Areale nicht zu liberschitzen (Eickhoff et al.,
2005b). Wendet man diesen Schwellenwert auf die Areale an, so kann man die Ausdehnung
von STS1 mit y = -3 bis y = -34 in der rechten und y = -4 bis y = -34 in der linken Hemisphére
angeben. STS2 erstreckt sich von y = 6 bis y = -33 in der rechten und vony =7 bis y =-35 in
der linken Hemisphére. Beide Areale enden caudal ungefihr an der Stelle, wo der Heschl Gyrus
endet. STS1 endet rostral in etwa auf Hohe der Limen insulae. STSI1 zeigt die gleiche
Variabilitdt am rostralen und caudalen Ende, wohingegen die Variabilitdit von STS2 am
caudalen Ende hoher ist. STS2 erstreckt sich in der linken Hemisphére auch weiter nach caudal.
Die maximale Ausdehnung der Areale kann mity = 3 bis y =-42 fiir STS1 undy=11 bisy =-
45 angegeben werden. Durch die Schmalheit des STS und die Art der Volumenprojektion kann
in den Abbildungen nicht zwischen oberer und unter Bank unterschieden werden. Auch erkennt

man schlecht, dass die Areale sich nicht auf die Gyruskrone erstrecken.
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Ubersicht

Abbildung 17: Auftrittswahrscheinlichkeitskarten (pmaps) der Areale im MNI-Raum.

Die pmaps von STS1 und STS2 wurden in zwei Schnittrichtungen, sagittal (x = 54) und koronar (y =-5; y =-15;
y = -25), dargestellt. Die Schnittebene wurde in der Ubersicht mit einer Linie (pink) markiert und die
Auftrittswahrscheinlichkeit der Areale mit einem Farbbalken in der sagittalen Schnittebene dargestellt.
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Zur Dbesseren Visualisierung der Areale wurde eine Oberflichenprojektion der
Auftrittswahrscheinlichkeitskarten im dreidimensionalen MNI-Raum erstellt. Das erleichtert
die Positionsbestimmung der Areale und ermoéglicht die Lagebeziehungen zu
makroanatomischen Strukturen. In Abbildung 18 erkennt man, dass es sich bei STS1 und STS2
um Sulcusareale handelt, die niemals auf der lateralen Gyrusfliche liegen. Deshalb wurden die
Sulci in dieser Abbildung auch vergroBert dargestellt, um die Ausdehnung im Sulcus verfolgen
zu konnen. Auf der Schnittserie in Abbildung 11 wurde die Position von STS1 auf der oberen
Bank, STS2 auf der unteren Bank angegeben. In Abbildung 18 erkennt man, dass dies fiir alle

kartierten Hirne der Fall war.

linke Hemisphére rechte Hemisphare

STS1

STS2

Abbildung 18: Auftrittswahrscheinlichkeitskarten (pmaps) im 3D MNI-Raum.

Die Auftrittswahrscheinlichkeitskarten der Areale STS1 und STS2 wurden auf der Oberfliche des MNI-
Referenzgehirns dargestellt. Das erleichtert die Lagebeziehungen zu anderen anatomischen Strukturen. AuBerdem
erkennt man, dass STS1 auf der oberen, STS2 auf der unteren Sulcusbank und niemals auf der lateralen
Gyrusfliche liegen. Die Auftrittswahrscheinlichkeit wurde in einer Farbskala angegeben.
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AuBerdem wurden maximale Wahrscheinlichkeitskarten (MPMs), basierend auf den pmaps,
erstellt. Diese Karten zeigen die Areale zusammenhingend und ohne Uberlappungen (Abb. 19).
In den MPMs ist die Lage der neu beschriebenen Areale im Vergleich zu bereits kartierten
auditorischen Arealen des STG dargestellt. Man erkennt die langgestreckten Areale Te3, STS1
und STS2. Die supratemporale Fliche wird durch den Heschl Gyrus mit seinem primér
auditorischen Areal Tel bestimmt. Dieses Areal teilt das Planum polare mit den temporo-

insuldren Arealen vom Planum temporale mit den Te2 Arealen ab.

linke Hemisphére rechte Hemisphére
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Abbildung 19: Maximale Wahrscheinlichkeitskarte (MPM) des Gyrus temporalis superior.

Die Lage der STS-Areale wurde im Verhiltnis zu Arealen des auditorischen Cortex dargestellt. Die MPMs
zeigen die Areale in smooth-white matter Darstellung (oben) und zur Lagebeziehung im Sulcus als inflated
MPM.
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3.1.5. Funktionelle Metaanalyse

Die Funktion der STS-Areale wurde im Zusammenhang mit den vorgeschalteten auditorischen
Arealen untersucht, um Besonderheiten der STS-Region aufzuzeigen. Fiir die
regionenspezifische, quantitativ-funktionelle Analyse wurden die MPMs mit den Arealen aus
Abb. 19 benutzt, um die BrainMap Datenbank nach arealspezifischen Aktivierungen in
bildgebenden Studien zu durchsuchen. Statistisch signifikante Beziehungen zwischen den
Arealen und den von BrainMap vergebenen psychologischen Kategorien wurden in Abbildung

20 dargestellt.

temporo-insular auditorisch STS-Region

TI Tel Tel Te2.1 Te2.2 Te3 STS1 STS2
IH RH LH RH|{LH RH LH RH LH RH LH RH|LH RH LH RH

Behaviourale Domanen

Schmerzwahrnehmung
Zeichnen

Lesen (Overt)
Musikverstandnis

Passives Horen
Tonwahrnehmung
Musikproduktion
Rezitation/Repetition (Overt)
Tonhéhenwahrnehmung
Phonolog. Unterscheidung
Figurative Sprache
Semantische Unterscheidung
Theory of Mind

Episodisches Erinnern
Vorgestellte Objekte/Szenen
Lesen (Covert)
Selbstkontrolle

Abbildung 20: Arealfunktionen im Gyrus temporalis superior.

Die funktionelle Analyse der Areale basierte auf funktionellen Studien der BrainMap Datenbank. Die Areale
zeigten Aktivierungen bei Aufgaben, die in der BrainMap Datenbank verschiedenen psychologischen Kategorien
zugeordnet wurden. Kategorien, die sich fiir beide Inferenzen (vorwérts/riickwérts) fanden, wurden als farbige
Rechtecke fiir die linke (LH) und rechte Hemisphére (RH) dargestellt. Durch die funktionelle Analyse konnte
gezeigt werden, dass sich die STS-Areale funktionell von den auditorischen Arealen (Tel-3) und den temporo-
insuldren Arealen abgrenzen lassen. Auflerdem unterscheiden sich fiir beide STS-Areale die Aktivierungen in den
Hemisphéren.
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Wihrend die temporo-insuldren und auditorischen Areale vornehmlich durch Aufgaben
aktiviert werden, die mit der Analyse von Tonen bzw. Tonhdhen in Verbindung stehen, werden
die neu kartierten Areale des STS durch Aufgaben aktiviert, die das Gehorte interpretieren. So
wurde das linke STS1 Areal durch figurative Sprache aktiviert und unterscheidet zwischen
semantischen Inhalten. STS2 der linken Hemisphére zeigt zusdtzlich Aktivierungen bei
episodischem Erinnern, der Imagination von Objekten/Szenen und der Selbstkontrolle.
AuBerdem wird der STS (auBer STS1 rechts) durch Theory-of-mind-Aufgaben aktiviert. Die
rechten STS-Areale scheinen eine Rolle beim Musikverstindnis zu spielen und bei
episodischen Erinnerungen (nur STS2). Diese Hauptfunktionen der Areale wurden weiter auf
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Arealen und Hemisphiren getestet
(dargestellt in Abb. 21). In der linken Hemisphire iiberwiegt im STS1 Areal die
Tonhohenwahrnehmung und Aufgaben die mit Zeichnen assoziiert sind. In der rechten
Hemisphére tiberwiegen in STS1 Aufgaben die mit Musikproduktion in Verbindung stehen.
Das rechte STS2 Areal wird vor allem durch Aufgaben aktiviert, die mit Theory of Mind,
episodischem Erinnern und Imagination von Objekten und Szenen assoziiert sind (Abb. 21A).
Vergleicht man die Funktionen eines Areals, so konnte festgestellt werden, dass Aufgaben, die
mit Zeichnen assoziiert sind, in der linken Hemisphdre von STS1 prozessiert werden.
SinnerschlieBendes Lesen, das heiit ohne laute Wiederholung der Worte (covert),
Selbstkontrolle und semantische Unterscheidungen konnten hauptsidchlich der linken

Hemisphére des STS2 Areals zugeordnet werden (Abb. 21B).
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A  Arealvergleich STS1 vs STS2
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Abbildung 21: Funktionelle Unterschiede zwischen den Arealen und Hemisphiiren.

Psychologische Kategorien aus der BrainMap Datenbank, die einen Haupteffekt in den Areale zeigten, wurden
zwischen den Arealen (A) und Hemisphéren (B) verglichen und fiir multiple Vergleiche korrigiert (FDR; p <0,05).
Der Basiswert gibt das Verhéltnis zwischen der Anzahl der Studien an, die fiir die Analyse des Vergleichs zur

Verfligung standen.
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3.2. Rezeptorarchitektonik

Nachdem die Areale zytoarchitektonisch abgegrenzt waren, wurden sie mittels quantitativer
Rezeptorautoradiographie untersucht. Fiir die Untersuchung standen Autoradiogramme von 15
Transmitterrezeptoren zur Verfiigung. In einem ersten Schritt wurde die Lage der Areale auf
den Autoradiogrammen anhand des lamindren Musters der Rezeptordichte bestimmt und auf
korrespondierenden zellkorpergefarbten Schnitten verifiziert. Die Grenzen der STS-Areale
wurden anschlieBend mit der Beobachter-unabhéngigen Methode belegt (vergleiche Abb. 9).
Die Arealgrenze zwischen STS1 und STS2 liegt im Sulcusgrund. Die Grenze zwischen STS2
und MTGI liegt auf der unteren Bank, nahe der Gyruskrone (Abb. 22, Myelin). Damit konnten
die zytoarchitektonisch gefundenen Grenzen in einer weiteren Modalitdt mit den Methoden der

quantitativen Rezeptorautoradiographie bestitigt werden.

3.2.1. Rezeptordichteverteilung in den STS-Arealen

Die nachgewiesenen Arealgrenzen wurden auf 15 Rezeptorautoradiogrammen in Abbildung 22
eingezeichnet. Die gezeigten Autoradiogramm-Ausschnitte sind aufeinanderfolgend und
entsprechen der Schnittebene der rezeptorarchitektonischen Grenzfindung aus Abbildung 9.
Deshalb konnen die objektiv nachgewiesenen Rezeptorgrenzen fiir Rezeptoren, die keine
Arealgrenze an der Stelle zeigen, {ibertragen werden. In der linken oberen Ecke ist zur Ubersicht
ein Myelinschnitt der Region gezeigt. Auf diesem Schnitt erkennt man die horizontal

verlaufenden Faserbiindel, Baillarger-Streifen genannt, in Schicht IV und V.

Zur besseren Sichtbarkeit der Faserverteilung im Myelinschnitt wurden die Cortexstellen der
Areale gegeniibergestellt (Abbildung 23). In STS1 sind die Faserbiindel schmal und weniger
dicht als in Te3. Der Baillarger-Streifen ist schmaler in STS1. AuBBerdem ziehen in Te3 dicke
Faserbiindel in Schicht V und Schicht VI. STS2 unterscheidet sich von STS1 durch einen
breiteren, weniger scharf abgrenzbaren Faserstreifen und mehr Faserbiindeln in  den
infragranuldren Schichten. MTG1 zeigt einen gut abgrenzbaren dufleren Baillarger-Streifen, der
sich deutlich durch einen weniger dichten Bereich von dem zweiten Baillarger-Streifen abhebt.
Diese Unterschiede im Faseraufbau sind ein weiterer Beleg fiir die Abgrenzung der Areale und

bestdtigen somit die rezeptorarchitektonisch getroffene Arealeinteilung.
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Abbildung 22: Lage der Areale in Rezeptor-Autoradiogrammen.

Auf dem Myelinschnitt wurde die Lage der Areale markiert. Die Autoradiogramme stammen aus sechs
Neurotransmittersystemen und ermdglichen die Abgrenzung und neurochemische Beschreibung der Areale. Die
Beobachter-unabhingig nachgewiesenen Arealgrenzen wurden auf jedem Autoradiogramm eingezeichnet. Die
Farbskala am unteren Bildrand der Autoradiogramme gibt die Dichte der jeweiligen Rezeptorbindestelle in
fmol/mg Protein an.
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Abbildung 23: Unterschiede in der Myeloarchitektur der Areale.

Dargestellt sind vergroflerte Arealausschnitte des Myelinschnittes aus Abbildung 22. Die Areale unterscheiden
sich auch in threm Faseraufbau. In Te3 sind dicke Faserbiindel zu erkennen, die bis in Schicht IV ziehen und sich
in ihrem Durchmesser von den anderen Arealen unterscheiden. Die Pfeilspitzen markieren den Baillargerstreifen
von Schicht IV, der in STS1 prominenter ist als in STS2. In Areal MTG] tritt der innere Baillargerstreifen
deutlicher hervor.

Betrachtet man die Rezeptorautoradiogramme aus Abbildung 22, so erkennt man, dass die
Rezeptordichte von Te3 zu STSI in fast allen Autoradiogrammen ansteigt. Besonders deutlich
zu erkennen ist das bei den Glutamat-Rezeptoren Kainat, AMPA, mGluzs3, bei GABAB und au.
STS1 und STS2 zeigen ein dhnliches laminéres Muster; die beiden Areale lassen sich aber auch
rezeptorarchitektonisch voneinander unterscheiden. Das erkennt man vor allem auf den
Autoradiogrammen der Kainat-, AMPA-, mGluz;3-Rezeptoren und bei dem Serotoninrezeptor
5HT1a. In MTG1 nimmt die Rezeptordichte wieder ab. Sie liegt aber noch iiber den Intensititen
von Te3. Es gibt zwei Ausnahmen von diesem allgemeinen Trend: Die Rezeptordichte von
Kainat bleibt in MTG1 hoch und die hochste Rezeptordichte findet sich bei diesem Rezeptor
infragranulér, wohingegen bei den anderen Rezeptoren die Rezeptordichte supragranuldr am
hochsten ist. Auch der M2-Rezeptor zeigt einen von diesem Trend abweichenden Verlauf: Der
Ma-Rezeptor zeigt die charakteristisch hohe Rezeptordichte primér sensorischer Areale,
deutlich zu erkennen im primér auditorischen Areal (Tel). In Te2 und Te3 finden sich mittlere
Rezeptordichten und an der Grenze zu STS1 fillt die Intensitit deutlich ab. In STS2 bleibt die
Rezeptordichte in etwa auf dem Wert von STS1 und fillt erst wieder in MTG1. Finden sich bei
Te2 und Te3 die hochsten Rezeptordichten supragranulir, sind die Rezeptordichten in STS1 bis
MTG]1 recht homogen iiber die Schichten verteilt.
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Der NMDA-Rezeptor zeigt in Areal Te3 eine deutliche Zweiteilung. Es ist ein supragranuldres
Band mit gleichméBig hoher Intensitét erkennbar, das in etwa die Hilfte der kortikalen Tiefe
einnimmt. Infragranuldr ist die Rezeptordichte niedrig. An der Grenze zu STSI steigt die
Intensitit an. AuBerdem ist der Ubergang zu den infragranulidren Schichten kontinuierlicher
und weniger scharf abgegrenzt. STS2 &dhnelt in der Rezeptordichte Areal STS1. Das
supragranuldre Band ist jedoch etwas schméler und grenzt sich besser gegen die unteren
Schichten ab. Am Ubergang von STS2 zu MTG1 wird die supragranulire Schicht schmiiler, ist

kompakter und ldsst sich besser zur granuldren Schicht abgrenzen.

Die metabotropen Glutamat-Rezeptoren mGluzs zeigen im Areal Te3 die hochsten
Rezeptordichten in den oberen Schichten. Danach fallt die Intensitét stark ab und bleibt bis zur
weillen Substanz auf einem niedrigen Niveau. An der Grenze von Te3 zu STSI steigt die
Rezeptordichte an. Es zeigt sich ein breiter, homogener Bereich hoher Intensitét, der erst
infragranuldr auf ein niedriges Niveau abfdllt. STS2 ist gekennzeichnet durch drei in etwa
gleich breite, libereinanderliegende Binder, deren Intensitit stufenweise zur weilen Substanz
abnimmt. In MTG]1 ist die hohe Rezeptordichte nur noch in der duBlersten Schicht zu finden.

Deshalb ldsst sich MTG1 gut von STS2 abgrenzen.

Der Dopamin-Rezeptor D1 zeigt in Te3 ein schmales Band hoher Rezeptordichte, das in etwa
der zweiten Schicht entspricht. An der Grenze zu STS1 wird dieses Band breiter und
infragranulér steigt die Intensitét an. STS2 zeigt eine dhnliche Rezeptorverteilung wie STS1,
unterscheidet sich aber von diesem Areal durch eine leichte Zunahme der Rezeptordichte in der

granuldren Schicht. Im Areal MTG]1 fillt die Rezeptordichte auf einen mittleren Wert ab.

Zur Verdeutlichung der Unterschiede in den Rezeptordichten von STS1 und STS2 wurden die
lamindren Muster der Areale gegeniiber gestellt (Abbildung 24). Die Laminae wurden aus dem
benachbarten zellkorpergefarbten Schnitt iibertragen und ermdglichen einen direkten Vergleich

der Rezeptordichte.
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Abbildung 24: Unterschiede in der laminéren Rezeptordichte der Areale.

Gegeniibergestellt sind die Anderungen der Rezeptordichten der Areale fiir neun Rezeptorbindestellen. Die
Laminae wurden aus dem benachbarten zellkorpergefarbten Schnitt iibertragen. Die Farbskala gibt die
Rezeptordichte in fmol/mg Protein an.

Im Autoradiogramm des AMPA-Rezeptors finden sich in STS1 hohe Rezeptordichten in der
zweiten und oberen dritten Schicht, wohingegen sie in STS2 auf die zweite Schicht begrenzt
bleibt. In STS2 sieht man die vierte Schicht deutlicher, die fiinfte Schicht hat im Vergleich zu

STS1 niedrigere Rezeptordichten und die sechste Schicht ist etwas breiter als in STS1.

Die Intensititen des Kainat-Rezeptors zeigen ein anderes Bild. Die groften Unterschiede finden
sich hier infragranuldr. In der flinften Schicht steigt vor allem in der unteren Hilfte die
Rezeptordichte von STS1 zu STS2 an. Supragranuldr zeigt sich in beiden Arealen ein dhnliches
Muster mittlerer Intensitdt. Die Schicht II ldsst sich gut abgrenzen, erscheint aber in STS1 und

STS2 dhnlich.

Bei der GABAAa-assozierten Rezeptorbindestelle Benzodiazepin (BZ) und GABAs weist STS1
iiber die gesamte Lamina III eine hohe Rezeptordichten auf, wohingegen sie in STS2 auf die
obere Hiélfte von Schicht III beschrinkt bleibt. AuBerdem sind die Rezeptordichten der

granuldren und infragranuldren Schichten in STS2 niedriger als in STSI.
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Die Rezeptordichten der beiden Serotoninrezeptoren unterscheiden sich beachtlich. Betrachtet
man den SHTia-Rezeptor, so fillt die hohe Rezeptordichte in der zweiten und oberen dritten
Schicht auf, die beiden Arealen gemeinsam ist, in STS1 aber etwas breiter ausfillt. Der
Hauptunterschied liegt in der fiinften Schicht: In STSI1 ldsst sich klar ein oberer Bereich
niedriger und ein unterer Bereich hoherer Intensitédt unterscheiden. In STS2 steigt die Intensitét
im Vergleich zu STS1 an und ist homogen {iber die fiinfte Schicht verteilt. In SHT: liegt die
hochste Rezeptordichte in den mittleren Schichten (IIT bis V). STS2 unterscheidet sich von
STS1 durch eine Zunahme der Rezeptordichte in der unteren dritten Schicht, die als kriftig

rotes Band das Hauptunterscheidungsmerkmal von STSI ist.

Bei den muskarinergen Acetylcholinrezeptoren hat der Mi-Rezeptor die hdchsten
Rezeptordichten in der zweiten Schicht. Im Vergleich zu STS1 zeigt STS2 hohere
Rezeptordichten in den Schichten II bis V, so dass sich in STS2 ein breiteres Band hoher
Intensitdt in Schicht IT und oberer dritter Schicht findet. Im M2-Rezeptor dominiert ebenfalls in
STS1 die zweite Schicht. Dieses Band verschwindet in STS2. Die zweite Schicht ist somit das
Hauptunterscheidungskriterium der beiden Areale, denn in den anderen Schichten sind die
Intensititen diffus verteilt und lassen keine klare Schichtung erkennen. Insgesamt ist aber

festzustellen, dass die Rezeptordichten in STS2 weniger dicht sind als in STS1.

Der adrenerge Rezeptor a1 zeigt in STS1 ein klar abgrenzbares Band hoher Rezeptordichte in
der zweiten und oberen dritten Schicht. In STS2 wirkt dieser Ubergang diffuser, die Intensitit
bleibt aber gleich hoch. In STS2 nimmt die Rezeptordichte vor allem in der fiinften Schicht ab,

so dass das Band weniger dicht und kompakt ist.
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3.2.2 Rezeptor-Fingerprints der Areale STS1 und STS1

Nachdem die Arealgrenzen belegt waren, wurden die mittleren Rezeptordichten der Areale
bestimmt. Die Rezeptordichten aller Hemisphéren eines Areals wurden gemittelt. Diese Grand
mean Werte sind in Tabelle 8 dargestellt und bilden die Grundlage fiir die Erstellung des
der

hierarchischen Clusteranalyse.

Rezeptor-Fingerprints, multidimensionalen Skalierung und der Erstellung der

Tabelle 8: Mittlere Rezeptordichten der untersuchten Areale.
In der Tabelle sind die mittleren Rezeptordichten (linke Spalte) mit den Standardabweichungen (rechte Spalte)
aufgelistet. Die Rezeptoren wurden ihrer Wirkungsweise nach in exzitatorisch (AMPA bis mGlu,s3), inhibitorisch

(GABA; BZ) und modulatorisch eingeteilt und entsprechen somit der Anordnung der Fingerprints.

AMPA Kainat NMDA mGlu;
Te3 41577 £ 18235 456.72 =+ 128.19 94427 =+ 269.66 2607.82 + 672.67
STS1 46147 =+ 198.79 496.53 <+ 168.89 1026.10 £ 265.40 2778.54 + 919.05
STS2 51057 =+ 216.32 54044 <+ 181.87 1149.63 £ 323.85 3071.53 £ 972.67
MTG1 488.73 + 22545 53383 =+ 189.77 1031.01 = 286.64 2529.02 + 805.43
GABAA GABAg BZ
Te3 1082.41 + 104.53 1906.10 + 277.16 1968.97 + 387.92
STS1 1267.16 £ 195.14 2225.60 + 455.33 220547 + 455.21
STS2 1352.11 £ 316.50 234733 + 524.61 2275.82 + 440.22
MTG1 114498 + 170.12 2055.46 + 479.83 2134.19 + 316.76
M, M; M; nikotinisch
Te3 49406 =+ 153.09 14544 =+ 40.14 693.14 =+ 269.02 4743 £ 1449
STS1 57242 <+ 149.25 131.37 =+ 46.04 780.03 £ 303.65 4598 £ 19.30
STS2 61427 + 23142 12333 + 43.24 809.99 =+ 29325 47.80 £ 19.96
MTG1 52996 + 173.00 101.89 =+ 37.96 780.00 =+ 24942 5276 £+ 18.40
a1 (13 SHT A SHT;
Te3 305.51 + 78.85 54225 + 203.19 278.62 + 106.88 42526 <+ 113.22
STS1 36147 =+ 126.60 583.69 <+ 23246 353.10 =+ 12585 473.66 =+ 110.52
STS2 37948 =+ 135.61 580.54 <+ 22233 430.66 =+ 146.33 503.14 =+ 118.17
MTG1 34942 + 128.18 512.55 =+ 208.56 318.59 =+ 179.39 431.29 =+ 109.23
Adenosin Dy
Te3 1040.73 £ 299.76 97.82 £+ 28.92
STS1 1071.77 £ 364.76 113.50 =+ 31.21
STS2 1078.25 + 37481 120.72 =+ 35.17
MTG1 1128.15 + 388.07 99.09 =+ 29.16
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Trdagt man die Werte fiir jedes Areal nach der Reihenfolge der Rezeptorbindestellen in
Polarkoordinaten auf, erhdlt man den Rezeptor-Fingerprint. Abbildung 25A zeigt die
Fingerprints fiir die Areale STS1 und STS2. Die gestrichelte Linie gibt die Standardabweichung
an. Aus den Werten der Tabelle 8 kann man die Abweichung von der mittleren Rezeptordichte
berechnen. Sie ist arealunabhédngig und liegt fiir die meisten Rezeptoren zwischen 25 und 35
Prozent. Mit drei Ausnahmen: Die Gruppe der GABA-Rezeptoren zeigt mit 15 bis 25 Prozent
die niedrigsten Abweichungen vom Mittelwert. Die hochsten Abweichungen wurden in STS1
fir den AMPA-Rezeptor mit 43% (Rezeptordichte: 461 fmol/mg + 198) und den
Adrenalinrezeptor a2 mit 40% (Rezeptordichte: 583 fmol/mg + 232) gefunden.

Die geometrische Form des Rezeptor-Fingerprints wird durch die Balance der 17
Rezeptordichten bestimmt und ist arealspezifisch. Es fallt auf, dass die Formen der Fingerprints
fiir die vier Areale Te3 bis MTGI sehr dhnlich sind (Abbildung 25B), sich aber in ihrer
Intensitat unterscheiden lassen. Bei den GABAergen Rezeptoren steigt die Rezeptordichte von
Te3 tiber STS1 bis STS2 an und fillt dann in MTG1 ab, liegt aber noch iiber dem Wert von
Te3. In den metabotropen Glutamatrezeptoren (mGluzs3) ist das Verhiltnis der Rezeptordichten
der Areale dhnlich, bis auf Areal Te3, das eine hohere Intensitit zeigt als das Areal MTG1. Wie
sich die Intensitdten der Areale in den anderen Rezeptorbindestellen verhalten, ist in dieser Art

der Darstellung schwer zu erkennen.

In der Tabelle 8 fallt auf, dass die Werte der Rezeptordichten zwischen den
Rezeptorbindestellen sehr stark schwanken. Der nikotinische Acetylcholin-Rezeptor hat in
Areal STS1 mit 46 fmol/mg Protein den kleinsten Wert. Den hdchsten Wert erreicht die
Rezeptordichte in den metabotropen Glutamat-Rezeptoren mGluzs in Areal STS2 mit 3072
fmol/mg Protein. Das erschwert den Arealvergleich im Rezeptor-Fingerprint fiir die
Rezeptorbindestellen mit niedriger Konzentration. Deshalb wurde die Rezeptordichte der
Areale auf die Mittelwerte aller Areale eines Rezeptors normiert. Die Intensitéten der Areale
wurden in Abbildung 26 als Abweichung vom Mittelwert des Rezeptors dargestellt, dadurch
dominiert kein Rezeptor den Graphen und alle Rezeptorbindestellen konnen ausgewertet

werden.
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A Rezeptor-Fingerprint von STS1 Rezeptor-Fingerprint von STS2
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B Vergleich der Rezeptor-Fingerprints der Areale Te3, STS1/2, MTG1
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Abbildung 25: Rezeptor-Fingerprints der Areale Te3 bis MTGI1.

Im oberen Teil der Abbildung sind die Rezeptor-Fingerprints der Areale STS1 und STS2 mit Standardabweichung
(gestrichelte Linie) dargestellt. Diese werden im unteren Teil der Abbildung iibereinandergelegt und mit den
Arealen Te3 und MTGI1 verglichen. Die Rezeptor-Fingerprints haben eine dhnliche Form, unterscheiden sich aber
hinsichtlich der Intensitit der einzelnen Rezeptoren.
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Die normalisierten Rezeptor-Fingerprints in Abbildung 26 zeigen, dass gerade die
Rezeptorbindestellen mit den niedrigen Intensitdten zur Unterscheidung der Areale beitragen.
Das Verhiltnis der Rezeptorintensitdten der Areale ist bei den GABAergen Rezeptoren, wie
schon in Abbildung 25 zu sehen war, nahezu konstant. Das l4sst sich deutlich am parallelen
Verlauf der Arealkurven erkennen. Die glutamatergen Rezeptoren unterscheiden sich im
Rezeptordichteverhéltnis der Areale Te3 bis STS2 nicht von den GABAergen
Rezeptorintensititen, weisen aber deutliche Unterschiede im Areal MTGI1 auf. Liegt die
Rezeptorintensitit in mGluzz noch 8% unter dem Mittelwert, entspricht sie in NMDA dem
Mittelwert und liegt in Kainat und AMPA 5% dariiber. Damit verschiebt sich auch das
Verhiltnis der Areale zueinander. In NMDA ist die Rezeptorintensitit von MTGI1 etwa
gleichhoch wie in STS1. In AMPA und Kainat liegt sie fast auf dem Niveau von STS2. Fiir die
Acetylcholinrezeptoren kann kein einheitliches Muster der Areale angegeben werden. Das
Verhiltnis der Rezeptordichten des muscarinergen Rezeptors Mi zeigt die typische
Arealabfolge, wie sie fiir die GABAergen Rezeptoren beschrieben wurde. Auf die
Besonderheiten des Mgz-Rezeptors wurde bereits bei der Beschreibung der
Rezeptordichteverteilung hingewiesen. Es ist der einzige Rezeptor, bei dem Areal Te3 den
hochsten Wert hat. Mit 16% liegt die Intensitdt deutlich liber dem Mittelwert, in allen anderen
Rezeptortypen liegt sie deutlich darunter. Das Verhéltnis der Rezeptorintensitit von Areal
STS1 liegt, wie in den meisten Rezeptoren, knapp liber dem Mittelwert. Besonders an dem
Rezeptor ist jedoch, dass die Intensitdt von STS2 6,5% unter dem Wert von STS1 liegt, und
dass MTG1 mit nur 81% des Mittelwerts, den niedrigsten Wert fiir dieses Areal erreicht. Fiir
die Rezeptorbindestelle M3 hat das Areal STS2 wieder den hochsten Wert. Die Intensitdten von
STS1 und MTGTI sind gleichhoch und liegen 2% tiber dem Durchschnitt, wohingegen Areal
Te3 nur 90% dieses Wertes erreicht. Der nikotinische Acetylcholinrezeptor zeigt {iber die
Arealgrenzen hinweg stets gleichhohe Rezeptordichte. Das ist auch im normalisierten
Fingerprint zu sehen: Die Areale Te3 bis STS2 haben in etwa den gleichen Wert knapp
unterhalb des Mittelwertes. Nur fiir Areal MTGI liegt der Wert 8% iiber dem Durchschnitt. Die
adrenergen Rezeptorbindestellen o1 und o2 unterscheiden sich in den Intensititen der
Rezeptordichten der Areale. Bei dem ai-Rezeptor liegt die typische Abnahme der
Rezeptordichte von STS2 (+9%), STS1 (+4%), MTG1 (£0) und schlieBlich Te3 (-13%) vor.
Bei dem a,-Rezeptor konnen die Areale STS1 und STS2 nicht voneinander unterschieden
werden. Sie liegen gleichhoch bei 5% iiber dem Mittelwert. Eine Besonderheit ist auch der
relativ hohe Wert von Areal Te3 (98%) im Vergleich zu MTG1 (92%). Die Serotoninrezeptoren
zeigen die typische Verteilung der Areale. Am Rezeptortyp SHTia fallen aber die hohen
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Unterschiede in den Rezeptordichten von Areal STS2 (+25%) und von Areal Te3 (-20%) auf.
Diese Rezeptorbindestelle zeigt die groBten Schwankungen um den Mittelwert. Bei SHT2
andern sich die Werte von den Arealen STS1 und MTGI nicht. Areal Te3 zeigt mit -10% aber
nicht mehr diese groBBe Abweichung vom Mittelwert. Die Intensitit von MTG1 entspricht in
etwa der von Areal Te3. Die relativen Werte des Dopaminrezeptors D1 unterscheiden sich nicht
wesentlich von denen des Rezeptors SHT2. Die relative Rezeptordichte der Areale der
Adenosinbindestelle unterscheidet sich deutlich von der typischen Abfolge. Den hochsten Wert
erreicht hier Areal MTG1. Dieses Areal hat eine 5% hohere Rezeptordichte als die Areale STS1
und STS2. Areal Te3 liegt 4% unter diesem Durchschnitt.

AMPA
Adenosin 1.4 Kainat

D, 12— NMDA

SHT, mGlu,,
-  Te3
5HT,, GABA,
— STS1
— STS2
—  MTG1
o GABA,

nikotinisch M,

Abbildung 26: Normalisierte Rezeptor-Fingerprints.
Im normalisierten Fingerprint kénnen auch die Unterschiede fiir die Rezeptoren mit niedriger Rezeptordichte
dargestellt werden. So zeigen M»- und SHT - Rezeptor deutliche Unterschiede zwischen den Arealen.
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Der Rezeptor-Fingerprint mit den absoluten Werten der Rezeptordichten in Abbildung 25
zeigte ein sehr dhnliches Bild der verschiedenen Areale. Durch die Normalisierung der
Rezeptordichten konnten die Areale deutlich voneinander unterschieden werden (Abbildung
26). War es im vorherigen Kapitel nur moglich die Unterschiede auf den Autoradiogrammen
qualitativ zu beschreiben, konnten die Unterschiede der Areale mittels quantitativer
Rezeptorautoradiographie =~ objektiv  dargestellt ~ werden. Die  herausgearbeiteten
rezeptorarchitektonischen Unterschiede sollen nun benutzt werden, um die Areale mit bereits

beschriebenen Arealen zu vergleichen (Zilles et al., 2015).

Dazu werden die normierten mittleren Rezeptordichten der Areale mittels multidimensionaler
Skalierung graphisch dargestellt (Abbildung 27). Dabei entsprechen die Abstinde der Areale
zueinander ihrer Ahnlichkeit im Rezeptor-Fingerprint. Man erkennt in Abbildung 27 deutlich,
dass sich die neuen Areale, STS1 und STS2, in den mittleren Dichten der 17 untersuchten
Rezeptoren sowohl von den auditorischen Arealen (Tel-3, braun), als auch von anderen
sprachassoziierten Arealen (BA44, BA45, pSTG/STS, griin) unterscheiden lassen. In
Abbildung 27 ist zu erkennen, dass zwischen den STS-Arealen und den auditorischen Arealen

Tel-3 die Areale des inferioren Parietallappens liegen (PF- und PG-Areale).
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Abbildung 27: Multidimensionale Skalierung (MDS-Plof) der Areale

Der Datensatz der Rezeptor-Fingerprints wurde benutzt um den MDS-Plot zu erstellen. Dabei wurden die Areale
so angeordnet, dass ihr Abstand die Ahnlichkeit in der Balance ihrer Rezeptordichten beschreibt. Man erkennt,
dass sich die Areale des STS deutlich von den auditorischen (Tel, Te2) und anderen sprachassoziierten Arealen
(BA44, BA45, pSTG/STS) unterscheiden.

Wie dhnlich sich diese Areale aber sind, ist in der multimodalen Skalierung schwierig zu
erkennen. Deshalb wurde aus dem Datensatz eine hierarchische Clusteranalyse erstellt
(Abbildung 28) und die Ahnlichkeit der Areale als Dendrogramm dargestellt. Dabei wurden

Areale mit einer dhnlichen Balance ihrer Rezeptordichten zu Clustern zusammengefasst.
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Abbildung 28: Hierarchische Clusteranalyse der Areale.
In einer hierarchischen Clusteranalyse wurden die STS-Areale nach ihrer Balance der mittleren Rezeptordichten

mit bereits beschriebenen Arealen verglichen. Das Ergebnis wurde in einem Dendrogramm dargestellt, wobei die
Euklidische Distanz die Ahnlichkeit der Areale in der Balance der Rezeptordichten widerspiegelt. Zu erkennen
ist, dass sich STS1 und STS2 rezeptorarchitektonisch deutlich von den auditorischen Arealen (Tel, Te2)
unterscheiden.
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Die Areale STS1 und STS2 bilden mit den multimodalen Arealen des inferioren Parietallappens
ein Cluster (dunkelblau). Sie unterscheiden sich aber in ihren Rezeptordichten deutlich von den
parietalen Arealen sowie von den temporalen Regionen des posterioren STG/STS (pSTG/STS,
orange) und dem Gyrus temporalis inferior (ITG, orange). Diesem Cluster ist ein weiteres hoher
assoziatives Cluster dhnlich (lila). Es besteht aus Arealen des fusiformen Gyrus, des Frontalpols
und des Gyrus cinguli. Die fusiformen Areale (FG1/FG2) sind an der Gesichtserkennung
beteiligt. Die Areale des Frontalpols (10v, 10d) und des Gyrus cinguli (24, 32) sind am
Arbeitsgedichtnis, episodischem Gedachtnis und an der Personlichkeit beteiligt. Diesen beiden
multimodal assoziativen Clustern stehen das Broca-Cluster (griin) und ein Cluster aus primédr
und sekundér motorischen und sensorischen Arealen (hellblau) gegeniiber. Die Areale Tel bis
Te3 (braun) ordnen sich in diese beiden Cluster ein. Die primér und sekundér auditorischen
Areale (Tel, Te2) dhneln in ihren Rezeptordichten den primér sensorischen (3b) und primér

motorischen (4d, 4v) Arealen, Te3 clustert zusammen mit dem Broca-Areal (44).

3.3. Transkriptomik

Die Areale wurden bisher in ihrer zytoarchitektonischen Mikrostruktur und anhand ihrer
Rezeptordichte unterschieden. Im letzten Teil der Analyse soll die Genexpression der Areale
untersucht werden. Dafiir wurden Rezeptorgene gewihlt, die den Rezeptoren der quantitativen
Rezeptorautoradiographie entsprechen und damit einen direkten Vergleich von Gen- und
Proteinebene erlauben. Die Genauswahl erfolgte mit der menschlichen PubMed-Gendatenbank

und umfasste 54 Rezeptorgene (Tabelle 5).

3.3.1. Expression des M- und Serotonin-Rezeptorgens

Der Mz-Rezeptor und der Serotoninrezeptor SHTia zeigten im normalisierten Fingerprint
(Abbildung 26) einen gegenldufigen Gradienten und die groBten Unterschiede zwischen den
Arealen. In einer Pilotstudie wurden die Gene dieser Rezeptoren ausgewdéhlt, um die
Aussagekraft der Methode zu testen. Die Expression dieser Rezeptorgene wurden zwischen den
neu beschriebenen Arealen und dem primér auditorischen Areal Tel verglichen. Abbildung 29
zeigt die Genexpression in den Gewebeblocken fiir den M2-Rezeptor und Serotonin. Im Ma-
Rezeptor erkennt man deutlich die niedrigere Genexpression in den STS-Arealen verglichen
mit dem primir auditorischen Areal und das umgekehrte Verhéltnis fiir Serotonin. Die

Unterschiede in der Genexpression der Areale waren statistisch signifikant und decken sich mit
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Ergebnissen aus der Rezeptorautoradiographie, wie man auf den Autoradiogrammen der beiden

Rezeptoren erkennen kann.
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Abbildung 29: Genexpression des Mz- und SHT1a-Rezeptors im auditorischen System.

Die Rezeptor-Genexpression der neu kartierten Areale STS1/2 wurden mit dem primér auditorischen Areal Tel
verglichen. Die Expression des M,-Rezeptorgens ist in den Gewebeblocken von Tel (Quadrate) hoher als in denen
der Areale STS1/2 (Kugeln). Fiir Serotonin wurde ein umgekehrtes Verhiltnis gefunden. Diese Ergebnisse lassen
sich gut auf den Autoradiogrammen nachvollziehen.
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3.3.2. Rezeptor-Genexpression im Vergleich zu anderen sensorischen Systemen

Der Vergleich der Rezeptor-Genexpression von STS1/2 mit dem primér auditorischen Areal
Tel zeigte, dass sich die Genexpression mit den Befunden aus der Rezeptorautoradiographie
deckte. Das war Anlass, die Untersuchung auf das visuelle und somatosensorische System
auszudehnen und die Genexpression der STS-Areale in einen groBeren Zusammenhang zu
stellen. Dafiir wurde mit JuGEx die Rezeptor-Genexpression in Gewebebldcken eines Areals
aus dem Allen Brain Datensatz heruntergeladen. Aus diesen Daten wurde die mediane
Genexpression pro Areal berechnet. Trigt man die Genexpression des M2-Rezeptors fiir alle
untersuchten Areale gegen die mittlere Rezeptordichte auf, erkennt man, dass die Rezeptor-Gen

Korrelation liber Systemgrenzen hinweg gilt (Abb. 30A).
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Abbildung 30: Genexpression des M:-Rezeptors in verschiedenen sensorischen Systemen.
Die Expression des M,-Rezeptorgens korreliert in allen untersuchten Arealen mit der mittleren Rezeptordichte

(A). Innerhalb eines sensorischen Systems ist die Genexpression in den priméiren Arealen am grofiten. Die
Arealausschnitte aus Rezeptor Autoradiogrammen verdeutlichen den starken Abfall in der Rezeptordichte vom
primédren zu héher assoziativen Arealen und sind exemplarisch fiir eine Hemisphire dargestellt (B).
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Die Genexpression ist in primdren Arealen eines sensorischen Systems am hdchsten. Dies
spiegelt sich auch in den Rezeptordichten wider. In Abbildung 30B sind Ausschnitte der Areale
aus Autoradiogrammen gezeigt. Die hohen Rezeptordichten in den primédren Arealen nehmen
schnell ab und sind in den hoher assoziativen Arealen am niedrigsten. Man erkennt auch, dass

die Rezeptordichte im primér visuellen Cortex (hOcl) am hdchsten ist.

Aus dem Datensatz aller Rezeptorgene wurde ein Expressionsprofil fiir jedes Areal bestimmt.
Dazu wurde die Expression der Rezeptorgene in Polarkoordinaten aufgetragen. Diese
genetische Fingerprints der Areale lieferten erste Hinweise auf areal- und regionenspezifische
Genexpression (siche Abbildung 31). Triagt man die genetischen Fingerprints der Areale eines
sensorischen Systems zusammen auf, so stellt man fest, dass sich deren Genexpression dhnelt,
wobei innerhalb des Systems die Unterschiede zum priméren Areal am grofiten sind (Abb.

31A).

Vergleicht man hingegen das auditorische mit dem visuellen System zeigen sich viele
regionenspezifische Unterschiede, vor allem in der Expression der ionotropen Rezeptoren
GABAA und NMDA (Abb. 31A). Der Hauptunterschied ist, dass das auditorische System von
mehreren Genen eines Rezeptortyps (Sterne) bestimmt wird, wohingegen das visuelle System
von der Expression nur weniger hochexprimierter Rezeptorgene abhingt (Pfeilspitzen).
Ionotrope Rezeptoren sind Oligomere aus verschiedenen Untereinheiten, die jeweils von einem
Gen kodiert werden, wohingegen metabotrope Rezeptoren aus einem Polypeptid bestehen, dass
die Plasmamembran in sieben Helices durchzieht (Abb. 31B). Die Genexpressionsdaten jedes
Areals wurden mit multivariater Statistik verglichen und als MDS-Plot aufgetragen (Abb. 31C).
Jedes Areal lésst sich durch die Expression seiner 54 Rezeptorgene eindeutig bestimmen. Die
priméren Areale (hOcl; Tel) unterscheiden sich deutlich von hoher assoziativen Arealen eines
funktionellen Systems. Die sensorischen Regionen kdnnen nach ihrer Rezeptor-Genexpression
getrennt werden, wobei das auditorische dem somatosensorischen System dhnlicher ist, als dem
visuellen. Die visuellen Areale unterscheiden sich in der Rezeptor-Genexpression von allen
untersuchten Arealen. Die sehr deutlichen Unterschiede zwischen visuellem und auditorischem
System in den ionotropen Rezeptoren wurden detaillierter untersucht. Fiir die Auswertung
wurde eine neue Art der Darstellung gewéhlt, die die Genexpression als oberflichen-basierte
Genkarte darstellt. Diese Fliachendarstellung erwies sich als sinnvoll, da differentielle
Genexpression unmittelbar an einer Verdnderung des Reliefmusters zu erkennen ist und danach

eingehender untersucht werden kann.
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Abbildung 31: Auswertung der Genexpression.

Die genetischen Fingerprints zeigen, dass die Areale eines funktionellen Systems (auditorisch, visuell) sich in ihrer
Genexpression #hneln, wobei das primére Areal (blau) die grofiten Unterschiede in der Expression der
Rezeptorgene aufweist (A). Vergleicht man das auditorische mit dem visuellen System erkennt man deutliche
regionale Unterschiede, die sich vor allem in den ionotropen Rezeptoren zeigen. Das auditorische System wird
durch die Expression von mehreren Genen eines Rezeptortyps bestimmt (Sterne). Das visuelle System zeigt
dagegen nur wenige hochexprimierte Rezeptorgene (Pfeilspitzen). Ionotrope Rezeptoren sind oligomere
Rezeptorkomplexe, deren Untereinheiten jeweils von einem Gen kodiert werden, wohingegen metabotrope
Rezeptoren aus einem Polypeptid bestehen (B). Die multidimensionale Skalierung der Areale nach ihrer
Rezeptorgenexpression verdeutlicht die regionalen Unterschiede (C). Das auditorische System (orange)
unterscheidet sich vom somatosensorischen (griin) und motorischen System (oliv). Das visuelle System (lila) zeigt
die groften Unterschiede in der Expression der Rezeptorgene aller vier untersuchter Systeme.
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Trigt man die Genexpression der inhibitorischen GABAAa-Rezeptoruntereinheiten gegen die
Areale auf, so erkennt man deutlich die Unterschiede zwischen visuellem und auditorischem
System (Abb. 32A). Im visuellen Cortex sind nur wenige Gene hochreguliert. Die meisten
davon kodieren fiir Rezeptoruntereinheiten der Hauptisoform. Die Hauptisoform eines
ionotropen  Rezeptors ist die mengenméfBig hiufigste Zusammensetzung an
Rezeptoruntereinheiten. Die Hauptisoform von GABAA setzt sich aus je zwei ai- und P2-
Untereinheiten und einer y2-Untereinheit zusammen. Die Gene der Hauptisoform korrelieren
mit der mittleren Rezeptordichte der Areale (Abb. 32C) und sind somit fiir die Unterschiede in
den Rezeptordichten zwischen den visuellen und auditorischen Arealen verantwortlich, wie
man auf den gleich farbkodierten Autoradiogrammen aus Abbildung 32B erkennt. Die
Rezeptordichte von Benzodiazepin (BZ) wurde mit der y2—Untereinheit (griin) verglichen und
die Rezeptordichte von GABAA mit der f2-Untereinheit, da die Rezeptorliganden an diesen
Untereinheiten binden (Abb. 32C). Vergleicht man die priméren Areale von auditorischem und
visuellem Cortex, féllt nicht nur die niedrigere Genexpression in den Untereinheiten der
Hauptisoform auf (Pfeilspitzen in Abb. 32D), sondern auch eine signifikante Hochregulierung
von Rezeptorgenen im auditorischen Cortex. Diese Gene sind in Abb. 32E dargestellt. Die Gene
der Hauptisoform korrelieren nicht nur mit der mittleren Rezeptordichte, sondern auch
untereinander. Daneben gibt es Gene von Untereinheiten, die systemspezifisch exprimiert
werden. Es wurden Paare von Genen gefunden, die iiber alle Areale hinweg das gleiche
Expressionsmuster zeigten. Das Genpaar GABRA3/GABRBI1 korreliert hoch, zeigt ein
gegenldufiges Expressionsmuster (negative Korrelation der Untereinheiten) zur Hauptisoform,
und ist nur in den auditorischen Arealen hochreguliert. Das Genpaar GABRAS5/GABRB3 wird
in visuellen Arealen nur durchschnittlich exprimiert, zeigt aber in den auditorischen Arealen
eine deutliche Hochregulierung, die in somatosensorischen Arealen wieder abfillt. Die
Expression beiden Gene jedes Genpaars korreliert hoch (r > 0.9). Generell kann fiir die Gene
des GABAAa-Rezeptors festgestellt werden, dass sich die visuellen sehr stark von den
auditorischen und somatosensorischen Arealen unterscheiden (vgl. Abb. 32A). Vergleicht man
die primdren Areale dieser sensorischen Systeme, so zeigen das auditorische und
somatosensorische Areal eine dhnliche Regulation in den Rezeptorgenen im Vergleich zu dem
visuellen Areal (Abb. 33 A+B). Vergleicht man die Areale untereinander, so zeigen sich nur
kleinere Unterschiede (Abb. 33 C). Die geringsten Unterschiede wurden zwischen

somatosensorischen und motorischen Arealen gefunden (Abb. 33D).
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Analyse der ionotropen GABA, Rezeptor Genexpression

A Genkarte des GABA,Rezeptors D \Vergleich auditorisch (Te1) vs visuell (hOc1)
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Abbildung 32: Genanalyse des GABAa-Rezeptors.
Die Genkarte des GABAa-Rezeptors zeigt deutlich die differentielle Genexpression der unterschiedlichen

sensorischen Systeme, besonders am Ubergang vom visuellen (lila) zum auditorischen System (orange, A). Das
auditorische System hat eine geringere Rezeptordichte als das visuelle System (B). Diese Unterschiede wurden
auch in der Genexpression der Untereinheiten der Hauptisoform gefunden (C). Ein direkter Vergleich zeigt eine
Herunterregulierung der Gene fiir Untereinheiten der Hauptsioform (Pfeilspitzen, D). Aulerdem zeigt der Graph,
dass andere Gene im auditorischen System signifikant hochreguliert werden (rote Gennamen). Diese Regulation
der Rezeptorgene verlduft gegenldufig zur klassischen Isoform und ist nur in den auditorischen Arealen zu finden

(E).
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Abbildung 33: Vergleich der GABAA Genexpression primiirer Areale.
Die primér auditorisch und somatosensorischen Areale zeigen im Vergleich zum primér visuellen Areal hOcl1 eine

dhnliche Regulation in den GABA Rezeptorgenen (A+B) und unterscheiden sich nicht so stark untereinander (C).
Die geringsten Unterschiede wurden aber zwischen dem somatosensorischen und motorischen Areal gefunden

(D).

Auch fiir den exzitatorischen NMDA Rezeptor konnte differentielle Genexpression in den
auditorischen Arealen nachgewiesen werden. Die Genkarte des NMDA Rezeptors ist in Abb.
34A dargestellt. Auf ihr erkennt man die Hauptisoform aus GRINT und GRIN2A, die iiber alle
Areale hinweg hoch exprimiert wird. Herunterreguliert sind alle anderen Untereinheiten im
visuellen Cortex, wohingegen in den anderen sensorischen Systemen nur die beiden Gene
GRIN2C/D herunterreguliert sind und sich eine deutliche Hochregulierung in den Genen
GRINA und GRIN3A zeigt. Die Rezeptordichte im visuellen Cortex ist hoher als im
auditorischen Cortex (Abb. 34B). Dieser Befund lésst sich auch an der Genexpression ablesen.
Die Rezeptordichte korreliert fiir alle Areale mit der Genexpression von GRIN2A (Abb. 34C).
Der Vergleich des primdr auditorischen mit dem primédr visuellen Areals zeigt die
Hochregulierung des Gens GRIN3A (Abb. 34D), die fiir alle auditorischen Areale
charakteristisch ist (orangefarbenes Rechteck), dagegen in visuellen und somatosensorischen
Arealen nur durchschnittlich exprimiert wird (Abb. 34E). Gen GRINA ist in den

somatosensorischen Arealen am hochsten exprimiert (Abb. 34 F).
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Analyse des ionotropen NMDA Rezeptors
A Genkarte des NMDA Rezeptors D Vergleich auditorisch (Te1) vs visuell (hOc1)
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Abbildung 34: Genanalyse des NMDA Rezeptors.
Die Genkarte des NMDA Rezeptors zeigt die Gene der Hauptisoform aus GRIN1/2A und auBlerdem die

differentielle Genexpression von GRINA und GRIN3A (A). Die Rezeptordichte ist im auditorischen System
niedriger als im visuellen Cortex (B). Die Rezeptordichte aller Areale korreliert mit der Expression von GRIN2A
(C). Im auditorischen System féllt die Hochregulation von GRIN3A gegeniiber dem visuellen System auf (D).
Betrachtet man die GRIN3A Expression in den analysierten Arealen, fillt auf, dass das Gen dieser Untereinheit
nur in auditorischen Arealen hochreguliert ist (orangefarbenes Rechteck, E), wohingegen GRINA in den
somatosensorischen Arealen die hochsten Werte aufweist (griines Rechteck, F).
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4. Diskussion

Bildgebende Studien haben in den letzten Jahren den multimodalen Charakter des STS
beschrieben, doch fehlte es bis jetzt an Karten, die die anatomischen Korrelate dieser diversen
Funktionen darstellen. In dieser Arbeit wurden erstmals zwei Areale im STS beschrieben, die
iiber die klassischen Karten hinausgehen. Die quantitative Auswertung der Rezeptoren
bestdtigte die getroffene Arealeinteilung und ermdglichte erste Struktur-Funktionsbeziehungen.
Eine Metaanalyse funktioneller Studien der BrainMap Datenbank zeigte dann die funktionelle
Sonderstellung der STS-Areale im auditorischen System. In einer dritten Modalitét wurde die
Genexpression der Rezeptoren fiir die STS-Areale innerhalb des auditorischen Systems
untersucht und in Beziehung zu anderen sensorischen Systemen gestellt. Aus der Perspektive
dieser drei Modalititen sollen die Ergebnisse diskutiert werden. Angefangen von der
Einordnung der Areale in den Kontext vorangegangener zytoarchitektonischer Arbeiten zur
Beschreibung der Rezeptorarchitektur aus Sicht ihrer  Funktion. Ein Vergleich des

Transkriptoms der neuen Areale mit anderen sensorischen Arealen schliefft die Diskussion ab.

4.1. Vergleich der Karten mit friiheren zytoarchitektonischen Arbeiten

Vergleicht man die neu erstellten Karten von Area STS1 und STS2 mit fritheren Karten, fallen
einige Unterschiede auf. In der Karte von Brodmann (1909), deren Arealnamen auch heute noch
oft fiir die Benennung der Aktivierungen aus bildgebenden Studien verwendet werden,
entspricht STS1 BA22. das Areal STS2 ist Teil von BA21 (vgl. Abb.3A). Da Brodmann in
seiner zweidimensionalen Zeichnung nur die Lateralansicht dieser Region darstellt, bleibt
offen, wo die Areale enden. Die hier vorgestellten Karten zeigen, dass sich die STS-Region
weiter unterteilen ldsst. So wurde fiir BA22 und BA21 jeweils ein Sulcusareal gefunden, deren
rostrale Grenzen sich mit der von Brodmann angegebenen Grenze zum Temporalpol decken.

Die caudale Grenze der Areale liegt aber weiter rostral als die von Brodmann gefundene.

Von Economo (1925) orientierte sich bei seiner Kartierung des Temporallappens an Brodmann,
verwendete jedoch eine andere Terminologie. Sein Areal TA entspricht BA22, TE1 Brodmanns
Areal 21. Die Einteilung der TE-Areale in TE1 und TE2 vollzieht er nur formal und in
Anlehnung an Brodmann, da er die Region als eine einheitliche anatomische Struktur, der Area

temporalis propia, ansieht. Die gut entwickelte Schicht V und VI und die in Zellsdulen
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zerfallende Schicht IV deckt sich mit unserer Beschreibung von STS2, doch gibt es
Unterschiede in der rostrocaudalen Lage. Den Temporalpol grenzt er anders ab, als Brodmann.
Seine temporopolare Region nimmt in etwa ein Viertel des Temporallappens ein. Diese rostrale
Abgrenzung trifft fiir das Areal STS1 zu, nicht aber fiir das rostrale Ende von STS2, das sich in
der vorgelegten Arbeit weiter nach rostral erstreckt und besser durch die Einteilung von
Brodmann beschrieben wird. Das caudale Ende seiner Areale sieht er an der Grenze der
parietalen Formation PG. Die Ausdehnung der Areale STS1 und STS2 erstreckt sich nicht so
weit nach caudal. Auch zieht Areal STS2 am caudalen Ende nicht auf den Gyrus temporalis

superior, wie von Economo fiir das Areal TE1 angegeben.

Hopf (1954) kartierte die Area profunda (pfin Abbildung 3C) auf der ventralen Bank des Gyrus
temporalis superior und zeigte damit, dass sich die STS-Region weiter unterteilen lisst. Dieses
langgestreckte Areal ist das myeloarchitektonische Homolog des neukartierten Areals STSI1.
Auch wenn es sich in zytoarchitektonischen Schnitten bis fast zur Gyruskrone erstrecken kann,
so deckt sich die mediale Grenze mit der myeloarchitektonisch beschriebenen. Auch die
rostrocaudale Ausdehnung des Areals entspricht der von STS1. Caudal endet die Area profunda
in Koronarschnitten mit dem Heschlgyrus. Diese Grenze deckt sich mit der
zytoarchitektonischen Abgrenzung. Die rostrale Grenze gibt Hopf in Koronarschnitten an der
Position an, wo der Hippocampus endet und die Amygdala beginnt. Zytoarchitektonisch konnte
aber festgestellt werden, dass die Grenze etwas weiter rostral liegt. In Tabelle 9 sind die

unterschiedlichen Nomenklaturen der Forscher zusammengestellt.

Tabelle 9: Nomenklatur in klassischen Hirnkarten.

STS1 STS2
Brodmann BA22 BA22/BA21
Von Economo TA TE1
Hopf Area temporalis Area
paratransversa temporalis

profunda (pf) magna dorsalis

Die Karten der Forscher {iberlappen nur teilweise. Diese Tatsache belegt, die Notwendigkeit
der Kartierung einer groBBeren Anzahl von Gehirnen, da die Lage der Areale in individuellen
Gehirnen betriachtlich schwanken kann (Amunts et al., 1999). Die hier vorgelegten Karten der
STS-Areale basieren auf zehn Gehirnen und iiberwinden diesen Nachteil. Sie bilden die
interindividuelle Variabilitdt in den Wahrscheinlichkeitskarten ab, sie sind dreidimensional und
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lassen sich direkt mit anderen Karten vergleichen. So war ein Vergleich mit bildgebenden
Studien der BrainMap Datenbank fiir die funktionelle Analyse und des Allen Brain Atlasses fiir
die  Transkriptomanalyse = moglich, nachdem die Existenz der Areale in

Rezeptorautoradiogrammen, als zweiter Modalitit, bestitigt war.

4.2. Rezeptorarchitektur der neuen Areale

Die Rezeptor Fingerprints der Areale STS1 und STS2 waren sehr dhnlich (siehe Abbildung 23).
Beide STS-Areale gehdren zum assoziativen Cortex. Die grofiten Unterschiede werden
zwischen primédren und multimodalen Arealen gefunden. Je &hnlicher sich die Areale
hinsichtlich der Funktion werden, desto dhnlicher sind auch ihrer mittleren Rezeptordichten
(Zilles, Schleicher, et al., 2002), deshalb lésst sich das laterale STG Areal Te3 (Morosan et al.,
2005). den primér und sekundar auditorischen Arealen (Tel und Te2) zuordnen, wohingegen
sich die STS-Areale deutlich in der Balance ihrer Rezeptordichten von den auditorischen
Arealen unterscheiden (vgl. MDS-Plot Abb.27). Diese rezeptorarchitektonische Zuordnung zu
zwei unterschiedlichen Clustern (Abb.28) ldsst sich durch funktionelle Studien {iber die
Verarbeitung von Sprache belegen. Funktionelle MRT Studien fanden eine Beteiligung des
STS an Sprachprozessierung (Evans et al., 2014; Kyong et al., 2014; Shultz et al., 2012) und
Stimmerkennung (Belin et al., 2000; Pernet et al., 2015; Schall et al., 2015). Liebenthal et al
(2014) fanden heraus, dass der mittlere STS bei Sprachwahrnehmung aktiviert wird, diese
Aktivierung kann bis zum anterioren STS reichen. Das ist ein erster Hinweis, dass die neu
beschriebenen Areale des STS an der Interpretation von Sprache und nicht primér an der
Analyse der akustischen Information beteiligt sind. In den normalisierten Rezeptor-
Fingerprints (Abb. 26) lassen sich die Areale STS1 und STS2 deutlich hinsichtlich der Intensitét
ihrer Rezeptordichte voneinander unterscheiden. Das unterstreicht die zytoarchitektonische
Einteilung in STS1 und STS2 und weist auf eine unterschiedliche Funktion der Areale hin. In
der Studie von Wilson (2017) konnten Unterschiede zwischen der oberen und unteren Bank
gezeigt werden. Die obere Bank des STS scheint an der lexikalischen Analyse der Sprache
beteiligt zu sein. Die untere Bank prozessiert wahrscheinlich hohere Sprachaufgaben wie
Semantik und Syntax. Die STS-Areale bildeten mit den inferior-parietalen Arealen ein Cluster
(Abb. 28). Die funktionelle Gemeinsamkeit ist die Prozessierung der Sprache. Im
Partietallappen werden semantische (Gyrus angularis) und phonologische Unterscheidungen
(Gyrus supramarginalis) getroffen (Ben Shalom & Poeppel, 2008). AuBerdem umfasst das
Netzwerk des semantische Gedéchtnisses neben dem MTG auch den inferioren Teil des
Parietallappens (Binder et al., 2009). Das erklért, warum die neu gefundenen STS-Areale in der
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hierarchischen Clusteranalyse der Rezeptoren mit inferioren parietalen Arealen ein Cluster
bilden, wohingegen die primir und sekundér auditorischen Areale in ihrer mittleren
Rezeptordichte den priméren Arealen des somatosensorischen und motorischen Cortex dhneln.
Diese ersten Struktur-/Funktionsbeziehungen der Areale wurden mit einer funktionellen

Metaanalyse weiter untersucht.

4.3. Funktionelle Metaanalyse der Areale

In einer quantitativen Analyse psychologischer Studien der BrainMap Datenbank wurden die
Funktionen der neu kartierten STS-Areale den bereits kartierten auditorischen Arealen
gegeniibergestellt (Abb. 20). Die Analyse belegte, dass sich die zytoarchitektonische Einteilung
auch auf funktioneller Ebene wiederspiegelt. Die STS-Areale konnten hinsichtlich ihrer
Funktion unterschieden werden und lieen sich deutlich von den auditorischen Arealen Tel-3
abgrenzen. Die Funktionen der Areale Tel-3 betreffen die spektro-temporale Auswertung des
akustischen Signals, wohingegen die STS-Areale linguistische Aufgaben prozessieren. Dies
soll exemplarisch an zwei funktionellen Studien belegt werden. Wilson (2017) analysierte den
Unterschied in der Aktivierung zwischen gehortem und gelesenem Text. In Abbildung 35 sind
die Areale auf einem Rezeptorautoradiogramm markiert. Diese Gegeniiberstellung von
Rezeptordichte und funktioneller Studie verdeutlicht die Plausibilitit der Struktur-
Funktionsbeziehungen, die mit quantitativer Rezeptorautoradiographie erstellt wurden (Abb.
28, Tel-3 und STS-Areale in verschiedenen Clustern). Die Aktivierungen fiir den gehorten Text
stimmen mit der Position der Areale Tel-3 {iberein und fehlen im gelesenen Text. Der STS war
in beiden Zustdnden aktiv. Die STS-Region ist somit an der Interpretation der semantischen
und nicht der akustischen Information beteiligt. Allen ef al. lieferten in einer 2017 erschienenen
Studie iiber Tonhohe und Timbre einen weiteren Hinweis. Die Aktivierungen, die berichtet
wurden (Abb.35), decken sich ebenfalls mit der Lage von Tel-3 und stiitzen die Befunde der
Metaanalyse, die Ton- und Tonhéhenwahrnehmung dort lokalisierte. Dagegen scheint der STS
an der Prozessierung von linguistischen Aufgaben beteiligt zu sein (figurative Sprache,

Semantik; Abb.20).
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Abbildung 35: Vergleich der Arealeinteilung mit funktionellen Studien.

Vergleich von Rezeptorautoradiogrammen der STG Region mit zwei funktionellen Studien. In der Studie von
Wilson et al. (2017) werden Tel-3 durch die akustischen Informationen beim Vorlesen aktiviert. Beim gelesenen
Text fehlt die Aktivierung in diesen Arealen. Fiir beide Zustdnde ist die STS-Region aktiv. Die Aktivierungen im
STS fehlen aber bei der Prozessierung von Tonhdhe und Timbre (Allen et al., 2017), d.h. die STS-Areale sind an
Sprachprozessierung beteiligt und unterscheiden sich deutlich von Tel-3.
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AuBlerdem wurde der STS bei hoher kognitiven Aufgaben, die Selbstkontrolle oder
Personenwahrnehmung (ToM) erfordern, aktiv. Das deckt sich mit einer Studie von Lahnakoski
(2012), die, neben der Sprachfunktion, eine Beteiligung an Emotion und sozialer Interaktion
fiir den mittleren STS berichtet. Klinische Studien in Autisten stiitzen diesen Befund. Autisten
haben Schwierigkeiten die Absicht der Mitmenschen aus dem Kontext zu erschlieBen (Baron-
Cohen et al., 1995). Die Patienten zeigen eine Hypoperfusion des Gyrus temporalis superior
(Gendry Meresse et al., 2005), einen Verlust der grauen Substanz im STS (Boddaert et al.,
2004) und eine verdnderte Sulcusgeometrie (Levitt et al., 2003). Sprachfremde Funktionen, die
in Verbindung mit visuellen, motorischen und multisensorischen Aufgaben stehen, finden sich
hauptsédchlich im posterioren Teil des STS und liegen damit hinter STS1 und STS2 (Liebenthal
et al., 2014). Diese funktionelle Zweiteilung des STS spricht fiir die Abgrenzung des mittleren

vom posterioren STS.

Die Existenz von STS2 wurde durch eine traktographische Parzellierung des MTG bestétigt.
Xu und Kollegen (2015) fanden ein Sulcusareal (sMTG), das dem Areal STS2 dieser Arbeit in
Lage und Ausdehnung entspricht (Abb. 36). Diese Studie fand eine funktionelle Verbindung
des sSMTG zu Arealen des Precuneus und des medialen Frontalpols. Diese Koaktivierungen von
STS2 wurden in einer weiteren Studie belegt (Bludau et al., 2014). Der Bereich von STS2
unterhalb des Heschl Gyrus koaktivierte mit Fp2 (medialer prafrontaler Cortex), Precuneus und
Gyrus cingularis. Strukturen, die am Arbeitsgeddchtnis beteiligt sind. Die Studie von Wilson
(2017) postuliert fiir STS1 Wortverarbeitung, STS2 soll dagegen an der Segmentierung und
Klassifikation sprachlicher Begriffe beteiligt sein. Diese Einordnung in Kategorien wiirde den
Abruf von Gedéchtnisinhalten erfordern. Episodisches Erinnern war ein Haupteffekt von STS2
in der funktionellen Metaanalyse (Abb. 20). Das Multikomponentenmodell (Baddeley, 2010)
beschreibt das episodische Gedichtnis als Teil des Arbeitsgeddchtnisses, der mit der
Worterkennung der phonologischen Schleife interagiert. Es wire damit die Instanz zur

Integration von Worterkennung und Wortbedeutung.
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Abbildung 36: Vergleich des Areals STS2 mit einer traktographischen Parzellierung.

Die obere Bildreihe zeigt die probabilistischen Karten von STS2 aus dieser Arbeit und stellt sie einer
traktographischen Parzellierung des MTG gegeniiber (Abbildung aus Xu et al. 2015). Das Sulcusareal sSMTG deckt
sich mit der Lage von STS2 im anterioren bis mittleren Bereich des STS.

4.4. Rezeptorgenexpression der STS-Areale im Kontext der sensorischen Systeme

Die STS-Areale lielen sich durch die Expression ihrer Rezeptorgene eindeutig von anderen
Arealen des auditorischen Cortex abgrenzen (Abb. 29). Neben dieser arealspezifischen
Rezeptorgenexpression, wurden charakteristische Genprofile fiir jedes sensorische System
gefunden. Die auditorischen Areale lieBen sich im MDS-Plot und im genetischen Fingerprint
von den visuellen Arealen abgrenzen (Abb. 31A+C). So wie der Rezeptor-Fingerprint die
,»lokale spezifische neurochemische Organisation® (Zilles, Schleicher, et al., 2002) beschreibt,
wurde in dieser Arbeit mit dem genetische Fingerprint eine Methode aufgezeigt, die regionalen
Unterschiede in der Genexpression zu beschreiben. Die genetische Analyse lieferte aber nicht
nur eine Moglichkeit Arealunterschiede darzustellen, mit ihrer Hilfe konnten auch andere
Fragen als mit der Rezeptorarchitektonik beantwortet werden. So konnte fiir das auditorische
System differentielle Genexpression nachgewiesen werden (Abb. 32+34). Diese betrifft eine
strukturelle Anderung in der Zusammensetzung der ionotropen Rezeptoruntereinheiten und ist

unabhingig von der mittleren Dichte des jeweiligen Rezeptors, die mit der quantitativen
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Rezeptorautoradiographie beschrieben wird. Dies zeigt sich besonders in Abbildung 32E. Gene,
die fiir Untereinheiten der Hauptisoform kodieren, korrelieren mit der mittleren Rezeptordichte
des Rezeptors. Daneben gibt es Genpaare mit gegenldufigem Trend (Antikorrelation mit den
Genen der Hauptisoform). Durch den Austausch von Rezeptoruntereinheiten verédndern sich die
physiologischen Eigenschaften der Rezeptoren (Farrant & Nusser, 2005; Groc et al., 2006;
Henson et al., 2010; Sanz-Clemente et al., 2013). Diese strukturelle Regulation der Rezeptoren
kann die areal- und regionenspezifischen Unterschiede im funktionellen System beeinflussen.
Aus Studien in Nagern ist schon ldnger bekannt, dass Gene von GABAAa-
Rezeptoruntereinheiten unterschiedlich im Gehirn exprimiert werden (zusammengefasst in
Sieghart et al. (2002)). In dieser Arbeit konnte erstmals die areal- und regionenspezifische
Expression im menschlichen Gehirn gezeigt werden. Fiir die Gene des GABAAa-Rezeptors
konnte nachgewiesen werden, dass zwei Genpaare, GABRA3/GABRB1 und
GABRAS5/GABRBS3, stark korrelieren und nur in den auditorischen Arealen hochreguliert sind.
Die hohe Korrelation dieser Genpaare iiber alle Areale hinweg ist ein Hinweis, dass diese
Rezeptoruntereinheiten in einem Rezeptor verbaut werden und auf diese Art die Arealspezifitat
beeinflussen konnen. In welchem Verhéltnis die Rezeptoruntereinheiten stehen, kann mit der
Transkriptomanalyse nicht beantwortet werden, da sie keine genauen stdchiometrischen

Aussagen erlaubt.

Ebenso wie fiir den inhibitorischen GABAA-Rezeptor, wurde auch flir den exzitatorischen,
glutamatergen NMDA Rezeptor differentielle Genexpression gefunden. Bei diesem Rezeptor
zeigte GRIN3A eine Hochregulierung in den auditorischen Arealen, wohingegen GRINA in
den somatosensorischen Arealen am hochsten ist (Abb. 34). Die beiden Gene GRIN2C und
GRIN2D waren in allen Arealen herunterreguliert. Dies ist durch Studien gut belegt. GRIN2C
wird nur im Cerebellum exprimiert (Rigby et al., 1996) und GRIN2D wihrend der postnatalen
Entwicklung (Wenzel et al., 1996), deshalb fand sich eine niedrige Genexpression dieser Gene
iber alle Areale hinweg. Vom Rezeptorgen GRIN3A wei3 man, dass es nach der Geburt
hochreguliert wird und am Synapsenabbau beteiligt ist (Roberts et al., 2009). Es ist aber nicht
bekannt, welche Rolle diese Untereinheit im Adultus, in vierfach geringerer Konzentration als
postnatal, spielt. Die NR3A-Untereinheit (Protein von GRIN3A) verdndert die physiologischen
Eigenschaften des NMDA Rezeptors erheblich: sehr hohe Glycinaffinitét, Insensitivitit gegen
Glutamat, kein Mg?"-Block, geringe Leitfihigkeit (zusammengestellt in Henson (2010)). Der
physiologische Effekt von NR3A ist additiv, das heit er nimmt mit jeder NR2-Untereinheit,
die NR3A ersetzt, ab. So ist zu vermuten, dass der Effekt fiir die auditorischen Areale in einer

physiologischen Anderung der Rezeptoreigenschaften, das heiBt in einer funktionellen
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synaptischen Plastizitét liegt und nicht im Synapsenabbau, wie er sich postnatal bei vierfach

hoheren Konzentrationen zeigt.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass der anteriore und mittlere Teil des
STS aus zwei unterschiedlichen zytoarchitektonischen Arealen STS1 und STS2 auf der oberen
und unteren Bank des Sulcus besteht. Die Darstellung der Wahrscheinlichkeitskarten im 3D-
Referenzraum geht iiber die Darstellungsmdoglichkeiten klassischer Karten hinaus und
ermOglichte den Vergleich mit funktionellen und genetischen Datenbanken. Mit der
quantitativen Rezeptorautoradiographie konnte die zytoarchitektonische Einteilung bestdtigt
werden und es zeigten sich erste Hinweise auf eine Funktion im Netzwerk des semantischen
Gedéichtnisses. Die funktionelle Metaanalyse bestdtigte diesen Befund und zeigte die
Sonderstellung der STS-Areale innerhalb des auditorischen Systems. Die untersuchten Areale
konnten auch eindeutig anhand der Expression der Rezeptorgene unterschieden werden. Die
Analyse lieferte auerdem Belege fiir differentielle Genexpression der Rezeptoruntereinheiten
in den Arealen. Damit konnte eine Hypothese iiber den Aufbau der Rezeptoren in den einzelnen
funktionellen Systemen aufgestellt werden. Durch die Transkriptomanalyse der Rezeptorgene
konnten die Befunde der quantitativen Rezeptorautoradiographie erginzt werden, wodurch sie
sich als niitzliche weitere Modalitdt der Gehirnkartierung erwies. Die Verkniipfung der
Informationen aus den verschiedenen Modalititen lieferte wertvolle Erkenntnisse iiber die
Mikrostruktur und den molekularen und genetischen Aufbau der Areale und unterstreicht den
gewdhlten multimodalen Ansatz der Kartierung. Die Arbeit konnte auf diese Weise einen
Beitrag zum Verstiandnis der STS-Region bei der Prozessierung von Sprache leisten, welche
Rolle die Areale aber im temporalen Sprachnetzwerk spielen, muss in weiteren Studien

untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Der Sulcus temporalis superior (STS) spielt eine entscheidende Rolle bei der Integration von
Informationen aus primér und sekundér sensorischen Arealen. Funktionelle Studien der letzten
zweil Jahrzehnte belegten die Multimodalitit des STS. Die Brodmann Karten, die oft zur
Benennung der Aktivierungsloci herangezogen werden, bilden diese Region aber nicht addquat
ab, da sie nur die Lateralansicht und nicht die Tiefe des Sulcus beriicksichtigen. Es gab jedoch
myelo- und zytoarchitektonische Hinweise, dass sich die Sulcusregion feiner unterteilen 1ésst.
Deshalb war es Ziel der vorliegenden Arbeit, diese Region mit einer statistisch {iberpriifbaren
Methode multimodal zu kartieren. Zum ersten Mal wurden zwei Areale, STS1 und STS2, im
anterioren und mittleren Bereich des STS zytoarchitektonisch kartiert. Die Lage der Areale
wurde als Wahrscheinlichkeitskarte im dreidimensionalen MNI-Standardreferenzgehirn
dargestellt. Die Auswertung ihrer Mikrostruktur zeigte deutliche Unterschiede zu primar und
hoher auditorischen Arealen. Diese Unterschiede konnten mit der quantitativen
Rezeptorautoradiographie ~ bestdtigt ~ werden.  Die  Arealgrenzen  wurden  auf
Rezeptorautoradiogrammen belegt und bestdtigten die zytoarchitektonische Arealeinteilung in
einer weiteren Modalitdt. Der anschlieBende Vergleich der Balance der Rezeptordichte von 17
Rezeptorbindestellen ermdglichte erste Struktur-Funktionsbeziehungen zu sprachrelevanten
Arealen des inferioren parietalen Cortex. Fiir eine prézisere funktionelle Beschreibung der
Areale wurde eine funktionelle Analyse der BrainMap Datenbank durchgefiihrt und belegte die
Sonderstellung der STS-Areale im auditorischen System. Die STS-Areale sind an hoheren
sprachlichen und kognitiven Prozessen beteiligt und lassen sich dadurch von auditorischen
Arealen unterscheiden. Erstmals wurde fiir die STS-Areale eine Transkriptomanalyse mit dem
Allen Brain Atlas erstellt, womit die Ergebnisse der quantitativen Rezeptorautoradiographie
bestdtigt werden konnten. Die Expression der Rezeptorgene war arealspezifisch. Fiir die
auditorischen Areale konnte differentielle Genexpression in den Rezeptoruntereinheiten
nachgewiesen werden. Paare dieser Rezeptorgene korrelierten und erlaubten erste Hypothesen
zum Rezeptoraufbau. Diese strukturelle Rezeptorregulation kann die Arealspezifitit neben der
Rezeptordichte bestimmen. Somit ist die genetische Kartierung von Gehirnarealen geeignet, als
eigenstindige Modalitdt weitere Eigenschaften der Areale zu beschreiben. Es fanden sich
Hinweise, dass die neu kartierten Areale Sprache prozessieren und eine Rolle im semantischen
Gedichtnis spielen. Weitere Studien sind ndtig, um die Rolle der Areale im Sprachnetzwerk zu

klaren.
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6. Summary

The superior temporal sulcus (STS) plays an important role in integrating information from
primary and secondary sensory areas. In the last two decades many fMRI studies revealed the
multimodality of the STS. Brodmann’s maps are often used to name the loci of fMRI
experiments, but are not sufficient for this brain region, because it is a 2D drawing of the lateral
surface, which does not show the depth of the sulcus. There were myelo- and cytoarchitectonic
hints, that this region could be further subdivided. Therefore the aim of this work is to map this
region with a multimodal mapping approach. For the first time, two distinct areas STS1 and
STS2 were cytoarchitectonically mapped and depicted as probability maps in a 3D MNI
standard template brain. Furthermore the microstructure of the new areas revealed strong
differences to the primary and secondary auditory areas. These differences could be reproduced
with quantitative receptor autoradiography. The areal borders were proved on autoradiographs
as a second modality. Besides, the neurochemical properties of the areas were analyzed with
quantitative receptor autoradiography. By the analysis of the balance of 17 receptor densities,
it was possible to get a first structure/function relationship of the described areas to language-
related areas of the inferior parietal lobe. Functional profiling of the BrainMap database
confirmed the language-related functions of the STS and point to an exceptional position of the
STS areas within the auditory system. The STS areas were activated by tasks related to higher
language and cognitive functions. For the first time, the results of quantitative receptor
autoradiography could be confirmed with a transcriptome analysis of the Allen Brain Atlas. The
expression of receptor genes was area-specific and showed differential expression of subunit
genes for auditory areas. Pairs of these genes correlated and allowed a first hypothesis about
receptor structure. This structural regulation of receptors could specify a brain area besides
receptor density. Therefore, gene mapping, as a new modality, is appropriate to unravel further
qualities of brain areas. The new areas are supposed to process language. What their part in the

semantic knowledge network is has to be investigated in further studies.
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