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Zusammenfassung

Der dorsolaterale prafrontale Cortex (DLPFC) ist an der Wertekodierung, dem
Arbeitsgedachtnis, der Entscheidungsfindung, der Aufmerksamkeit, der Kontrolle und
der Uberwachung von Verhaltensstrategien beteiligt. Er spielt daher eine zentrale
Rolle bei den Exekutivfunktionen und der kognitiven Kontrolle. Es ist jedoch immer
noch unklar, wie genau diese vielfaltigen Funktionen mit den zugrundeliegenden
kortikalen Arealen des DLPFC in Verbindung stehen. Bisherige mikrostrukturelle
Hirnkarten spiegeln die funktionelle Heterogenitat dieser Hirnregion nicht adaquat
wider und unterscheiden sich deutlich voneinander. Der Vergleich mit funktionellen
Bildgebungsstudien wird zudem durch das komplexe Sulcusmuster des DLPFC
erschwert, das neben der Mikrostruktur eine erhebliche Variabilitdt zwischen den
einzelnen Gehirnen aufweist. Ziel dieser Arbeit war die Erstellung von
dreidimensionalen zytoarchitektonischen Karten des menschlichen DLPFC. Dazu
wurden zellkorpergefarbte, serielle Hirnschnitte von zehn postmortalen Gehirnen
analysiert und die Arealgrenzen mit Hilfe eines multivariaten, statistisch verlasslichen
Bildanalyseverfahrens kartiert. Hierbei spiegeln Grauwertindex-Profile Veranderungen
im Zellkérpervolumenanteil von der Hirnoberflache bis zur Rindenmarkgrenze wider
und erfassen damit zytoarchitektonische Unterschiede zwischen den Arealen. Vier
neue Areale (sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2) konnten identifiziert werden. Sie liegen in den
anterioren Anteilen des Sulcus frontalis superior und des Gyrus frontalis medius, das
heil3t in einer Region zwischen den zuvor definierten Brodmann Arealen 9 und 46. Eine
hierarchische Clusteranalyse der GLI-Profile zeigte, dass die Areale des anterioren
DLPFC ein eigenes Cluster bildeten, das sich strukturell von den angrenzenden
Arealen des Frontalpols (Fp1 und Fp2), der Broca-Region (44 und 45) und des
posterioren DLPFC (8d1, 8d2, 8v1 und 8v2) unterschied. Die Arealvolumina wiesen
geschlechtsspezifische Unterschiede auf. Die interindividuelle Variabilitat der Areale
im stereotaktischen Raum wurde in 3D-Wahrscheinlichkeitskarten in den bekannten
Referenzraumen MNI Colin27 und ICBM152casym erfasst. Zusatzlich wurden
3D-Karten der neuen Areale im ultrahochaufgeldsten BigBrain-Raum mit Hilfe eines
Deep Learning Tools rekonstruiert. Die neuen Karten sind in dem frei zuganglichen
Julich-Brain Atlas integriert und bieten eine detaillierte, zytoarchitektonische Referenz
fur zuklnftige Auswertungen funktioneller Bildgebungsdaten, um zur Aufklarung der
Korrelation zwischen Struktur und Funktion, sowie des Organisationsprinzips des
DLPFC beizutragen.



Summary

The dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC) is involved in value encoding, working
memory, decision-making, attention, control and monitoring of behavioral strategies. It
thus plays a key role in executive functions and cognitive control. However, there is
still a lack of understanding of how these functions are related to the underlying cortical
areas within the DLPFC. Previous cytoarchitectonic maps do not adequately represent
the functional heterogeneity of this brain region and differ significantly from each other.
In addition, the DLPFC has a complex sulcal pattern, and microstructure varies
considerably between individuals, making comparisons with in vivo neuroimaging
studies difficult. The present study aimed to generate microstructural, cytoarchitectural
three-dimensional (3D) maps of the human DLPFC. To accomplish this, cell
body-stained, serial brain sections from ten post-mortem human brains were analyzed,
and area boundaries were mapped using a multivariate, statistically reliable image
analysis approach. Grey level index (GLI) profiles reflect variations in the volume
fraction of cell bodies from the cortical surface to the white matter boundary and
capture cytoarchitectural differences between areas. Four new areas (i.e., sfs1, sfs2,
mfg1, and mfg2) were identified. The new areas occupied the anterior parts of the
superior frontal sulcus and middle frontal gyrus, a region previously thought to lie in-
between Brodmann areas 9 and 46. Hierarchical cluster analysis of the GLI profiles
revealed that areas of the anterior DLPFC formed a distinct cluster that was structurally
different from adjacent areas of the frontal pole (areas Fp1 and Fp2), Broca’s region
(areas 44 and 45), and the posterior DLPFC (8d1, 8d2, 8v1, and 8v2). Area volumes
showed area-specific sex differences favoring female brains. Interindividual variability
of the areas in stereotaxic space was captured in 3D probability maps in the reference
spaces ICBM152casym and MNI Colin27. In addition, 3D maps in the ultra-high
resolution BigBrain model were reconstructed with the help of a deep learning tool.
The new maps, incorporated in the freely available Julich-Brain, provide a new detailed
cytoarchitectonic reference for future functional neuroimaging studies to help clarify
the correlation between structure and function, as well as the organizational principles
of the human DLPFC.



Verzeichnis der Abkurzungen

BA

2D

3D
CCD
DLPFC
DOI
FLASH
FSL
fms
GLI
HBP
IFG

ifs

MD
MFG
mfs
MNI
MPM

MRT

PFC
pmap
ROI
SD
SFG
sfs

SPM

Brodmann Areal

zweidimensional

dreidimensional

Charge-Coupled Device

dorsolateraler prafrontaler Cortex

Digital Object Identifier

Fast Low-Angle Shot

FMRIB Software Library

fronto-marginal sulcus, Sulcus frontomarginalis
Grey Level Index, Grauwertindex

Human Brain Project

inferior frontal gyrus, Gyrus frontalis inferior
inferior frontal sulcus, Sulcus frontalis inferior
Mahalanobis - Distanz

middle frontal gyrus, Gyrus frontalis medius
middle frontal sulcus, Sulcus frontalis intermedius
Montreal Neurological Institute

maximal probability map, Maximale
Wahrscheinlichkeitskarte

Magnetic Resonance Tomography,
Magnetresonanztomographie

prafrontaler Cortex

probability map, Wahrscheinlichkeitskarte
Region of Interest, untersuchte Region
standard deviation, Standardabweichung
superior frontal gyrus, Gyrus frontalis superior
superior frontal sulcus, Sulcus frontalis superior

Statistical Parametric Mapping



Verzeichnis der Abbildungen

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

oo N OO o0k WD -~

N A A A A A A A A a a ©
o © 0o N O o b W NN -~ O

21
22
23

Frihere Hirnkarten ... 5
JUIICH-Brain AIAs ............o oo 8
Berechnung eines GLI-Bildes............ooee 12
Konvertierung eines Mikroskopbildes in ein GLI-Bild ................coovvuei..n. 13
Statistisch-reproduzierbare Grenzfindung................eeuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 16
Lokalisation der neu-identifizierten anterioren DLPFC-Areale.................... 20
Individuelle Lage der Areale in funf Gehirnen (weiblich) ............................ 22
Individuelle Lage der Areale in funf Gehirnen (mannlich)........................... 23

Zytoarchitektonische Charakteristika und GLI-Profile der neuen Areale....25

Zytoarchitektonische Grenzen der Areale sfs1, sfs2 und mfg1 .................. 26
Zytoarchitektonische Grenzen der Areale mfg1 und mfg2 ......................... 27
Interindividualitat der Zytoarchitektur der anterioren DLPFC-Areale.......... 29
Zytoarchitektonische Grenze der Areale sfs1 und Fp1 .....cccooooiiiiiriinnnnnnnnn. 31
Zytoarchitektonische Grenze der Areale mfg2 und Fp1...........ccccooiiiis 32
Zytoarchitektonische Grenze zu Areal BA9...........coooeviiiiiiciii e, 34
Zytoarchitektonische Grenze zwischen den Arealen mfg2 und BA46......... 35
Diskriminanzanalyse der anterioren DLPFC-Areale.............ccooovvviincenee..n. 36
Hierarchische Clusteranalyse der anterioren DLPFC-Areale...................... 37
Geschlechterunterschiede in den Arealvolumina .........cccccoovvvviviiviiiinnnnnne. 40
Wahrscheinlichkeitskarten der vier neuen DLPFC-Areale im

IMINT COlIN27 ... e e e e e e e e e e eaeas 43
Maximale Wahrscheinlichkeitskarte ..o 43
Dreidimensionale Rekonstruktion der neuen Areale im BigBrain............... 44
Vorlaufige Kartierung des DLPFC ... 55



Verzeichnis der Tabellen

Tabelle 1
Tabelle 2

Tabelle 3
Tabelle 4

Liste der zytoarchitektonisch-analysierten Gehirne...............ccccvvvvinneeen. 10
Ubersicht der zytoarchitektonischen Charakteristika der neuen

Areale sowie Nachbarareale ..o 30
Schrumpfungskorrigiertes Arealvolumen.............cccoevvviiiiieee e, 39

Schwerpunktskoordinaten der Areale in den Referenzraumen
MNI Colin27 und ICBM152CaSyM .......cccoviiiiiiiiie e 41



Inhaltsverzeichnis

ZUSAMMENTASSUNG ....eeiiiiiiiiiiiiieie ettt ettt ettt ettt et e e e e e ee e et eeeeeeeeeeee e I
S T0 ] 0] 4= T 2R Il
Verzeichnis der ADKUIZUNGEN........ooiiiiiiiiiiiiii ettt [l
Verzeichnis der AbDIIAUNGEN...........i i v
Verzeichnis der Tabellen ... e e e e eeeenees V
INNAISVEIZEICNNIS ... Vi
1. BINIEITUNG ottt 1
1.1 Der Dorsolaterale Prafrontale Cortex (DLPFC)..........oovviiiiiiiiiiiiicii e 1
1.1.1 Funktionen und Dysfunktionen des DLPFC...........ccoooiiiiiiie 1
1.1.2 Anatomie des DLFPC ... ... . e 3

1.2 Frihere HirNKarten ............ iuueiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee e 4
1.3 Fortschritte in der Hirnkartierung ..o 6
1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ..............oeuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 8
P2 /= 1 o Yo [T o 10
2.1 HISEOIOGIE ...t 10
2.2 Betrachter-unabhangige AnalySe.........ccoooririieiiiie i 11
2.2.1 GLI-Bild ErZEUGQUNG ... .ccoeeeeee et 11
2.2.2 Profilanalyse und Grenzfindung...............uuuueeiieiieiiiiiiiiiieiieeieeeeeeaees 13

2.3 Dreidimensionale Rekonstruktion der Areale.............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee, 16
2.4 Berechnung der Arealvoluming..........coooiiiiiiiiiiiie e 16
2.5 Volumenanteile der ZellKOrper...... .o 17
2.6 CIUSLEraNalYSE ......ooviiiii et 17
2.7 Erzeugung der Wahrscheinlichkeitskarten...............cccooooiiiiiiiiiiieees 18
2.8 Dreidimensionale Arealrekonstruktion im BigBrain .............ccccoovueiiiiieiiiienenn, 19
3. ErgebniSSe ... 20
3.1 Lage der vier neuen Areale.............coooiiiiiiiiiiiiii e 20
3.2 Zytoarchitektur der vier neuen DLPFC-Areale.............ccoovvvvviiieiieeeeeieeee, 24
3.3 Zytoarchitektonischer Vergleich der DLPFC-Areale mit Nachbararealen ....... 29
3.4 Diskriminanz- und Clusteranalyse ............cccccoiiiiiieeeeeee 36
3.5 Geschlechterunterschiede in den Arealvolumina............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiinenn. 38
3.6 Dreidimensionale Wahrscheinlichkeitskarten...............cccciiiiiiiinn. 41
3.7 Dreidimensionale Arealrekonstruktion im BigBrain .............cccccoeveveeiiiiieeennnnn.n. 43
4. DISKUSSION.....eiieie ittt e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeetatn e e e e e eeeeeennnnns 45

4.1 Bedeutung der neuen Karten fur die Gliederung des DLPFC und
Beziehung zur FUNKLION ..o 45



4.2 Vergleich der neuen Karten mit friheren Hirnkarten.............ccccccoceeeiiiiiiin, 49

4.3 Geschlechterunterschiede ...............uuuueuiiiiiiiiiiii s 51
4.4 SChIUSSTOIgEIUNGEN ...ttt 53
4.5 AUSDICK .o 54
5. LiteraturverZzeiChNIS .......oooei e 57
ST = 0|57 (1] o PRSPPI 68

Vi



1. Einleitung
1.1 Der Dorsolaterale Prafrontale Cortex (DLPFC)
1.1.1 Funktionen und Dysfunktionen des DLPFC

Der humane dorsolaterale prafrontale Cortex (DLPFC) ist Teil des prafrontalen Cortex
(PFC), welcher den phylogenetisch jingsten Teil des menschlichen Gehirns darstellt.
Dieser anteriore Cortex des Frontallappens ist stark gefaltet und hat aus evolutionarer
Sicht eine besondere Entwicklung durchlaufen (Wise 2008, Preuss und Wise 2022).
Zu seinen Funktionen zahlen zahlreiche kognitive Prozesse, die mit dem
Arbeitsgedachtnis (Petrides 2000, Warden und Miller 2010, Reid et al. 2016), der
Wertekodierung (Kouneiher et al. 2009, Sokol-Hessner et al. 2012), der
Entscheidungsfindung (Philiastides et al. 2011, Prochnow et al. 2014, Rahnev et al.
2016) und der Aufmerksamkeitssteuerung (Rowe und Passingham 2001, Hoshi und
Tanji 2004, O'Reilly 2010, Vossel et al. 2014) im Zusammenhang stehen. Auch an der
Handlungsplanung (Cieslik et al. 2013) und der Steuerung situationsangemessener
Verhaltensreaktionen (Shallice und Burgess 1991, Barraclough et al. 2004, Sallet et
al. 2013) ist der DLPFC beteiligt. Aufgrund seiner Schlusselrolle in dieser Vielfalt
exekutiver Funktionen ist der DLPFC zu einem wichtigen Ziel klinischer und
neuropsychologischer Studien geworden (Jones und Graff-Radford 2021, Friedman
und Robbins 2022). Konzeptionelle Modelle des PFC, sowie die Unterteilung dieser
heterogenen Hirnregion in funktionell-strukturell spezialisierte Subregionen sind
jedoch nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung (Friedman und Robbins 2022).
Es gibt zunehmend Hinweise auf eine hierarchische Organisation der
Handlungskontrolle entlang einer rostral-kaudalen und einer dorsal-ventralen Achse
des PFC (Badre und Nee 2018). So ist der ventrale Bereich fur sogenannte
Exekutivfunktionen erster Ordnung zustandig (Petrides 1996). Dazu gehdren unter
anderen die Steuerung der Auswahl semantischer Informationen (O'Reilly 2010) und
der aktive Abruf von Gedachtnisinhalten (Petrides und Pandya 2002). Im Gegensatz
dazu ist die dorsale Region aktiver bei komplexeren Kontrolloperationen hdherer
Ordnung, wie der Uberwachung von Informationen im Arbeitsgedachtnis (Petrides
2005) und der endogenen Aufmerksamkeitsfokussierung (Corbetta und Shulman
2002). Entlang der rostrokaudalen Achse scheinen die Abstraktionsebenen und
Zeitspannen von entscheidender Bedeutung zu sein (Badre und Nee 2018). Im

Gegensatz zur posterioren Region wurden Aktivierungen des anterioren Teils des
1



DLPFC bei Aufgaben im Zusammenhang mit Konfliktlosung und Handlungshemmung
gefunden (Petrides 2005, O'Reilly 2010, Cieslik et al. 2013, Reid et al. 2016). Die
anteriore Region wird demnach flur zunehmend komplexere Handlungsablaufe und
abstraktere Vorstellungen bendtigt (Badre und Nee 2018, Bianco et al. 2022). Der
Frontalpol, der am weitesten rostral gelegene Teil des menschlichen Gehirns, ist an
noch abstrakteren kognitiven Prozessen wie Metakognition und moralischem
Bewusstsein beteiligt (Forbes und Grafman 2010, Miyamoto et al. 2018).

Defizite in exekutiven Funktionen werden mit Erkrankungen wie der Depression
(Stockmeier und Rajkowska 2004, Zuo et al. 2018), der bipolare Stérung (Zhang et al.
2020), der Schizophrenie (Chechko et al. 2018, Smucny et al. 2022) und den
Zwangsstorungen (Ahmari und Rauch 2022) in Verbindung gebracht. Mehrere Studien
konnten zeigen, dass diese Erkrankungen mit Veranderungen im DLPFC und damit
verbundenen Schaltkreisen einhergehen (Menon 2011, Snyder et al. 2015, Wilczynska
et al. 2018, Hettwer et al. 2022). Es gibt Hinweise darauf, dass unter anderem zellulare
Veranderungen im DLPFC mit Verhaltens- und Funktionsstérungen bei Schizophrenie
assoziiert sind (Smucny et al. 2022). Entsprechende Auffalligkeiten wurden bei
Betroffenen in den Pyramidenneuronen in der tieferen Zellschicht |ll des DLPFC
gefunden (Pierri et al. 2001), die sich durch signifikant kleinere Somata, reduzierte
axonale Verzweigungen und kirzere basale Dendriten auszeichnen (Volk und Lewis
2010). Auch bei anderen Erkrankungen wie der Depression und der bipolaren Stérung
wurden morphologische Zellveranderungen wie eine schichtspezifische Reduktion von
Neuronen und Gliazellen im DLPFC gefunden (Rajkowska 2000). Bei Patienten mit
bipolarer Stérung ist die Expression einiger Mikroglia-Gene herunterreguliert (Zhang
et al. 2020). Dies zeigt, dass Veranderungen auch auf molekularer und genetischer
Ebene stattfinden. Da es geschlechtsspezifische Unterschiede in der Pravalenz und
Symptomatik dieser Erkrankungen gibt, wird vermutet, dass sich auch strukturelle und
molekulare Merkmale zwischen Mannern und Frauen unterscheiden konnten (Gur und
Gur 2017). Tatsachlich wurden neben Veranderungen in der Genexpression (Zhang
et al. 2020) auch strukturelle Unterschiede zwischen den Geschlechtern gefunden, die
unter anderem das kortikale Volumen und die kortikale Dicke betreffen (Ruigrok et al.
2014, Ritchie et al. 2018). Geschlechtsspezifische Unterschiede im DLPFC wurden
vor allem mit bildgebenden Verfahren untersucht (z. B. das Volumen der grauen
Substanz (Lotze et al. 2019)), wahrend auf hochauflésender mikrostruktureller Ebene

weniger bekannt ist.



1.1.2 Anatomie des DLFPC

Anatomisch lasst sich der PFC in einen orbitofrontalen, einen medialen und einen
lateralen Anteil unterteilen, wobei der laterale Anteil weiter in den ventrolateralen und
den dorsolateralen prafrontalen Cortex (Abb. 1) gegliedert werden kann (Fuster 2001).
Der DLPFC liegt dorsolateral zum orbitofrontalen Cortex und anterior zum
pramotorischen Cortex. Makroanatomisch ist der DLPFC in drei horizontal verlaufende
Gyri gegliedert: den Gyrus frontalis superior (SFG), den Gyrus frontalis medius (MFG)
und den Gyrus frontalis inferior (IFG). Diese sind durch die entsprechenden Sulci
(Sulcus frontalis superior (sfs) und Sulcus frontalis inferior (ifs)) voneinander getrennt.
Das Sulcusmuster des DLPFC ist jedoch hoch variabel (Ono et al. 1990, Miller et al.
2021a). So wird der MFG haufig durch einen zusatzlichen Sulcus frontalis intermedius
(mfs) in einen dorsalen und ventralen Anteil unterteilt. Dieser Sulcus ist jedoch nur bei
ca. 86 % aller menschlichen Gehirne vorhanden und weist zudem unterschiedliche
makroskopische Auspragungen auf (Ono et al. 1990). So kann der mfs als ein grolder
Sulcus parallel zum sfs und ifs verlaufen oder in mehrere kleine (sogenannte tertiare)
Sulci unterteilt sein (Vogt und Vogt 1926, Huttner 2004, Miller et al. 2021a). Rostral an
den DLPFC angrenzend befindet sich der Frontalpol, der eine Ubergangszone
zwischen den lateralen, medialen und orbitalen Oberflachen des Frontallappens
darstellt. Seine Makroanatomie ist sehr komplex, da die hier horizontal verlaufenden
Gyri durch transverse Gyri und Sulci unterbrochen werden. Posterior wird der DLPFC
durch den pramotorischen Cortex begrenzt, der sich vom Gyrus praecentralis bis zu
den kaudalen Anteilen des SFG und des MFG erstreckt. Der posteriore DLPFC stellt
somit den Ubergang zwischen dem agranuldren pramotorischen Cortex und dem
granularen, sechsschichtigen PFC dar (Zilles und Rehkamper 2013).

Mikroanatomisch ist der DLPFC dem Isocortex zuzuordnen, der sich durch einen
typischen sechsschichtigen Aufbau auszeichnet. Die Molekularschicht (Lamina 1)
begrenzt die Cortexoberflache und besitzt keine Pyramidenzellen. Es folgen
abwechselnd die auferen und inneren Korner- (Laminae Il und [V) und
Pyramidenschichten (Laminae Il und V). Die mulitforme Schicht (Lamina VI) besteht
aus verschiedenen Zelltypen und lauft in die darunterliegende weil’e Substanz aus.
Der sechsschichtige Aufbau des Isocortex kann jedoch je nach Lokalisation und
Funktion des kortikalen Areals in seiner Auspragung erheblich variieren. Diese
Unterschiede im Schichtenaufbau (z. B. Vorhandensein und Breite der einzelnen

Schichten) werden in der zytoarchitektonischen Kartierung mit Hilfe von
3



zellkorpergefarbten Schnittserien des menschlichen Gehirns analysiert. Die
Abgrenzung der einzelnen kortikalen Areale erfolgt durch die Charakterisierung der
vorhandenen Grolde, Dichte und Anordnung der Zellen in den einzelnen kortikalen
Schichten.

1.2 Fruhere Hirnkarten

Bevor die Hirnareale anhand ihres strukturellen Aufbaus charakterisiert wurden,
basierten die Hirnkarten auf empirischen Beobachtungen von Schlaganfallpatienten
oder Hirnverletzungen. Einer der bekanntesten Falle ist der des Eisenbahnarbeiters
Phineas Gage, der 1848 bei einem Unfall eine Schadigung des linken Frontallappens
erlitt. Massive Personlichkeitsstorungen und Epilepsie waren die Folge (Harlow 1999).
Weitere Beispiele sind die von Wernicke (Wernicke 1874) und Broca (Broca 1865)
beschriebenen sensorischen und motorischen Aphasien durch Lasionen in den
Sprachregionen. Eine Einteilung des Gehirns in Areale auf der Grundlage der
Mikrostruktur erfolgte erst zu Beginn des 20. Jahrhunderts. Korbinian Brodmann
kartierte das menschliche Gehirn anhand von Schnittserien in 43 Areale und
begrindete damit den wohl bekanntesten Hirnatlas (Abb. 1A) und die bis heute
gebrauchliche Nomenklatur der Brodmann Areale (BA) (Brodmann 1909).

Wie bereits erwahnt, ist der DLPFC von zentraler Bedeutung bei den hoheren
exekutiven Funktionen und der kognitiver Kontrolle (Friedman und Robbins 2022) und
ist bei vielen psychiatrischen und neurologischen Erkrankungen betroffen. Aufgrund
dieser nicht nur wissenschaftlichen, sondern auch klinischen Relevanz war und ist
diese Hirnregion Gegenstand mikrostruktureller Kartierungsstudien. Brodmann
bezeichnete den Frontalpol als BA10 und unterteilte den DLPFC in zwei
unterschiedliche zytoarchitektonische Areale, namlich BA9 und BA46 (Brodmann
1909). BA9 ist auf dem gesamten SFG, dem dorsorostralen Teil des DLPFC und dem
kaudalen Teil des MFG lokalisiert. Der Rest des MFG und Teile des IFG werden von
BA46 eingenommen, welches ventral an BA45 angrenzt (Abb. 1A). Der Hirnatlas von
Brodmann gibt die funktionelle Komplexitat des DLPFC jedoch nur unzureichend
wieder. Die zweidimensionale (2D) schematische Karte zeigt die Lokalisation und
Ausdehnung der Areale nur auf den oberflachlich exponierten Gyri, wahrend die Sulci,
die zwei Drittel der Gro3hirnrinde ausmachen (Zilles et al. 1997), nicht dargestellt sind.
Aulerdem wird die interindividuelle Variabilitdt nicht bericksichtigt, die in dieser

komplexen Hirnregion sehr ausgepragt ist. Darlber hinaus sind die Parzellierungen

4



der verschiedenen Forschungsgruppen sehr unterschiedlich (Abb. 1) (Brodmann
1909, von Economo und Koskinas 1925, Sarkissov et al. 1955, Rajkowska und
Goldman-Rakic 1995a, Rajkowska und Goldman-Rakic 1995b, Petrides und Pandya
1999).
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Abb. 1 Friuhere Hirnkarten

Darstellung der Lateralansicht zytoarchitektonischer Karten des anterioren dorsolateralen prafrontalen
Cortex (DLPFC) mit den Arealen 9 (griin) und 46 (gelb) und dem Frontalpol (FP, Areal 10 in magenta)
angepasst nach (A) Brodmann (Brodmann 1909), (B) Economo (von Economo und Koskinas 1925), (C)
Sarkissov (Sarkissov et al. 1955) und (D) Petrides und Pandya (Petrides und Pandya 1999). Relevante
Sulci in violett: sfs, Sulcus frontalis superior und ifs, Sulcus frontalis inferior. (Abbildung aus Bruno et al.
2022)

Im Gegensatz zu Brodmann beschrieben Economo und Koskinas das Areal 46 als
inselartig innerhalb des MFG und somit vollstandig von Areal 9 (bei Economo und
Koskinas als FD bezeichnet) umgeben. AulRerdem grenzte Areal 46, im Vergleich zu
Brodmann, nicht an das Areal 45 des ventrolateralen Cortex (Abb. 1B) (von Economo



und Koskinas 1925). Abbildung 1C zeigt eine weitere Mikroparzellierung, welche
1955 von Sarkissov et al. veroffentlicht wurde. Hier ist das Areal 46 nicht vollstandig
von Areal 9 umgeben, sondern grenzt direkt an das frontalpolare Areal 10 (Sarkissov
et al. 1955). Eine ahnliche Lokalisation und Nachbarschaftsbeziehung im DLPFC wird
von Rajkowska und Goldman-Rakic sowie Petrides und Pandya dargestellt
(Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a, Petrides und Pandya 1999). Beide definierten
zuséatzlich sogenannte Ubergangsareale, die zytoarchitektonische Merkmale zweier
benachbarter Areale aufweisen. In der Karte von Rajkowska und Goldman-Rakic liegt
das Ubergangsgebiet 9-46 in der Tiefe des sfs und mfs, somit zwischen den Arealen
9 und 46 (Rajkowska und Goldman-Rakic 1995b). Petrides und Pandya definierten
dorsale (9/46d) und ventrale (9/46v) Subareale, indem sie die Architektur des PFC von
Affen und Menschen verglichen (Abb. 1D) (Petrides und Pandya 1999).

1.3 Fortschritte in der Hirnkartierung

Trotz der grof3en Errungenschaften der friheren zytoarchitektonischen Karten und
ihres immer noch bestehenden Einflusses auf die heutige neurowissenschaftliche
Arbeit haben diese friheren Parzellierungen entscheidende Nachteile. So zeigen sich
unter anderem erhebliche Unterschiede in der Lage und Verteilung der
DLPFC-Subareale und ihrer Beziehung zu Sulci und Gyri. Grande hierfir kdnnen
unterschiedliche und zum Teil subjektive Kriterien zur Definition und Abgrenzung von
Arealen sowie die Analyse eher kleiner Stichproben bei solchen zeit- und
arbeitsintensiven Mikrostrukturstudien sein. Aufgrund der geringen Anzahl analysierter
Gehirne kann auch kaum auf die interindividuelle Variabilitat einzelner Gehirne
eingegangen werden. Die Lage kortikaler Areale variiert jedoch stark zwischen den
Individuen (Amunts et al. 2000). Zusatzlich zu diesen makroskopischen
Herausforderungen erlauben die meisten Karten keine direkte Uberlagerung mit
dreidimensionalen (3D) Datensatzen aus funktionellen Neuroimaging-Studien. Dies ist
jedoch eine wichtige Voraussetzung fur einen direkten Vergleich (Zilles und Amunts
2010). Parzellierungen des Cortex aus Magnetresonanztomographie (MRT) -basierten
Studien deuten auf eine feinere Unterteilung des PFC hin (Goulas et al. 2012, Cieslik
et al. 2013, Sallet et al. 2013, Fan et al. 2016, Glasser et al. 2016b, Donahue et al.
2018). Mikrostrukturelle zytoarchitektonische Korrelate dafur wurden jedoch bisher
noch nicht identifiziert.



Es besteht daher ein Bedarf an einer detaillierten, mikroskopischen 3D-Karte, die als
anatomische Referenz des humanen Gehirns dienen kann, statistisch reproduzierbar
ist und zusatzlich die interindividuelle Variabilitdt berlcksichtigt. Der dynamische
probabilistische Gehirnatlas Julich-Brain stellt eine solche Kartierung dieser Art dar
(Amunts et al. 2020). Er basiert auf einer Betrachter-unabhangigen Bildanalyse, die
gemeinsam vom Forschungszentrum Jualich und der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf entwickelt wurde. Bei dieser computergestitzten Methode werden die
laminaren Zellkérperverteilungen anhand von Grauwertindex (GLI)-Profilen analysiert,
welche die zytoarchitektonischen Veranderungen von der kortikalen Oberflache bis zur
Rindenmarkgrenze widerspiegeln. Damit konnen die Grenzen und laminare
Beschaffenheit der Areale objektiv und statistisch zuverlassig untersucht werden
(Schleicher et al. 1999, Amunts und Zilles 2001, Schleicher et al. 2005, Schleicher et
al. 2009). Dieses Verfahren wurde bereits erfolgreich in verschiedenen Hirnregionen
angewandt. Neben primaren Arealen (Geyer et al. 1996, Amunts et al. 2000, Grefkes
et al. 2001, Morosan et al. 2001) wurden auch Assoziationsareale (Caspers et al. 2006,
Choi et al. 2006, Bludau et al. 2014) Kkartiert. Die berechneten
Wahrscheinlichkeitskarten der Areale werden in hochaufgeldsten anatomischen
3D-Referenzraumen (Evans et al. 1992, Collins et al. 1994, Holmes et al. 1998), wie
z. B. dem Montreal Neurological Institute (MNI) Colin27 (Evans et al. 2012) und
ICBM152casym dargestellt und sind offentlich frei zuganglich
(https://julich-brain-atlas.de/).

Ein weiterer relativ neuer histologischer Referenzraum mit mikroskopischer Auflosung
ist das BigBrain (Amunts et al. 2013). Die verfugbaren Transformationen in den MNI
Referenzraum erlauben es, detaillierte funktionelle Daten, z.B. aus
Ultrahochfeld-MRT-Studien (De Martino et al. 2018), mit Hilfe der BigBrainWrap
Toolbox (Paquola et al. 2021) mikroanatomisch zu klassifizieren (Paquola et al. 2022).
Diese VerknUpfungen und andere bekannte Toolboxen wie die Statistical Parametric
Mapping (SPM) Anatomy Toolbox (Eickhoff et al. 2005, Eickhoff et al. 2007) und FSL
(Jenkinson et al. 2012) ermdglichen anderen Forschern den direkten Vergleich mit
Befunden aus funktionellen Bildgebungsstudien. Darlber hinaus konnen die
zytoarchitektonischen Areale mit anderen Modalitaten, wie Genexpressions-,
Rezeptorautoradiographie- und Konnektivitatsanalysen verknulpft werden und tragen
so zu einer kontinuierlichen Verbesserung und Erweiterung des multimodalen

dynamischen Hirnatlas bei.



Far den DLPFC konnte die posteriore Region bereits zytoarchitektonisch in die Areale
8d1, 8d2, 8v1, und 8v2 (Amunts et al. 2022), die Broca-Region in die Areale 44 und
45 (Amunts et al. 2004) und der Frontalpol in das laterale frontopolare Areal Fp1 und
das mediale frontopolare Areal Fp2 (Bludau et al. 2014) unterteilt werden (siehe
Abb. 2). Grol3e Teile des DLPFC sind jedoch aufgrund ihrer komplexen Sulcusstruktur
bis jetzt noch nicht zytoarchitektonisch charakterisiert und werden derzeit im
Julich-Brain Atlas nur durch eine GapMap Frontal-l erfasst, die verschiedene, noch
nicht kartierte Hirnareale in einer Struktur, der GapMap, zusammenfasst (Amunts et
al. 2020) (Abb. 2).

rechts

Abb. 2 Julich-Brain Atlas

Lateralansicht beider Hemispharen der Version 2.9 (Amunts et al. 2021) des Julich-Brain Atlas (Amunts
et al. 2020) mit den kartierten Arealen 8d1 und 8v1 des posterioren DLPFC (Amunts et al. 2022), den
Arealen 44 und 45 der Broca-Region (Amunts et al. 2004), dem Areal des Frontalpols Fp1 (Bludau et
al. 2014) und der noch nicht kartierten GapMap Frontal-I (hellgriin).

1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Dissertation war die Erstellung einer detaillierten mikroanatomischen
3D-Karte, die die Variabilitat zwischen den Probanden berlcksichtigt und statistisch
reproduzierbar ist. Diese Karte kann somit als anatomische Referenz des
menschlichen DLPFC dienen, um mikrostrukturelle Korrelate fur die verschiedenen
Funktionen zu liefern, die mit dieser Hirnregion assoziiert sind. Zu diesem Zweck
wurde die Zytoarchitektur des anterioren DLPFC in zehn humanen post-mortem
Gehirnen quantitativ analysiert, wobei der Schwerpunkt auf dem Cortex des sfs und
benachbarten MFG lag. Eine Beobachter-unabhangige, zytoarchitektonische
Bildanalyse, die die Verteilung von Zellkérpern innerhalb der Cortexschichten

analysiert (Schleicher et al. 2009, Amunts et al. 2020), wurde angewandt, um lokale
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Veranderungen in der Zytoarchitektur in seriellen histologischen Schnitten zu
identifizieren und Arealgrenzen zu definieren. Um die gewonnenen Daten mit
funktionellen Bildgebungsstudien vergleichen zu kénnen, mussten mikrostrukturelle
Karten im gleichen Referenzraum erstellt werden. Die Varianz zwischen einzelnen
Gehirmen beeinflusst die zytoarchitektonische Parzellierung und stellt daher eine
besondere Herausforderung dar. Daher wurden auf der Grundlage der Analyse von
zehn Gehirnen Wahrscheinlichkeitskarten fur jedes Areal erstellt, um die Varianz
zwischen den einzelnen Gehirnen zu bewerten. Da der DLPFC eine besondere Rolle
bei neuropsychiatrischen Erkrankungen spielt, wurden mogliche interhemispharische
und geschlechtsspezifische Unterschiede anhand der Arealvolumina und der

Volumenanteile der Zellkérper in den neu identifizierten Arealen untersucht.



2. Methoden
2.1 Histologie

Teile der Methoden wurden bereits in Bruno et al. (2022) beschrieben. Fur die
vorliegende Arbeit wurden insgesamt zehn Gehirne untersucht. Diese Gehirne (funf
mannlich, finf weiblich, Altersspanne: 30-86 Jahre, siehe Tabelle 1) stammen aus
dem Korperspendeprogramm der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf. Ein positives
Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf lag vor (Ethikvotum Nr. 4863). Die Spender wiesen keine psychiatrischen
oder neurologischen Erkrankungen auf. Die Haupttodesursachen waren Uberwiegend

kardiovaskulare Erkrankungen.

Tabelle 1 Liste der zytoarchitektonisch-analysierten Gehirne (modifizierte Tabelle aus
Bruno et al. 2022)

Gehirn Geschlecht Alter Todesursache Gewicht,
[Jahre] frisch [g]
B04 mannlich 75 nekrotisierende Glomerulonephritis 1349
B05 weiblich 59 kardiorespiratorische Insuffizienz 1142
B08 weiblich 72 Nierenversagen 1216
B09 weiblich 79 kardiorespiratorische Insuffizienz 1110
B10 weiblich 85 Mesenterialinfarkt 1046
B11 mannlich 74 Herzinfarkt 1381
B13 mannlich 39 Ertrinken 1234
B14 weiblich 86 kardiorespiratorische Insuffizienz 1113
B20 mannlich 65 kardiorespiratorische Insuffizienz 1392
B21 mannlich 30 Bronchopneumonie 1409

Die Gehirne wurden weniger als 24 Stunden post-mortem entnommen und flr
mindestens drei bis sechs Monate in 4 % gepuffertem Formalin (pH 7,4) oder in
Bodian's Fixierlosung fixiert. Um die urspringliche Grof3e und Form der Gehirne zu
erfassen, wurden mit einem 1,5 Tesla Scanner (Siemens, Erlangen, Deutschland)
magnetresonanztomographische Aufnahmen mit einer T1-gewichteten 3D-Fast Low-
Angle Shot (FLASH)-Sequenz (Flip-Winkel 40 °, Echozeit 5 ms, Wiederholungszeit
40 ms) erstellt. Anhand dieser Bilder wurden die histologischen Schnitte
3D-rekonstruiert und korrigiert (siehe dazu Amunts et al. 2020 und Bludau et al 2014).
Nach der Entfernung der Hirnhaute und Blutgefal3e und der Einbettung in Paraffin
wurden 20 um dunne koronale Serienschnitte angefertigt. Davon wurde jeder
15. Schnitt auf beschichtete Objekttrager aufgezogen, die Zellkdrper mit Silbernitrat
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nach Merker (Merker 1983) angefarbt und mit einem Flachbettscanner digitalisiert. Die
Arealkartierung erfolgte auf mindestens jedem 60. Schnitt, was einem Abstand von

1,2 mm entspricht.

2.2 Betrachter-unabhangige Analyse

Grundlage fur die Betrachter-unabhangige Kartierung von Hirnschnitten sind
Grauwertbilder (grey level index, GLI-Bilder), die als Mal fir den Volumenanteil der
Zellkorper dienen. Diese GLI-Bilder stellen die Neuronendichte in Graustufen dar und

ermdglichen so eine computergestitzte Analyse der Zytoarchitektur.

2.2.1 GLI-Bild Erzeugung

Far die GLI-Bild Erzeugung wurden in den histologischen Schnitten rechteckige
Regionen (Regions of Interest, ROIs) definiert, die die zytoarchitektonisch zu
untersuchenden Bereiche einschlossen (Abb. 3). Die Bilder wurden mit einer
CCD-Kamera (charged-coupled device, AxioCam MRm, Zeiss, Deutschland)
digitalisiert, die an ein optisches Lichtmikroskop (AxioObserver Z1, Zeiss,
Deutschland) angeschlossen war. Der computergesteuerte Motortisch des Mikroskops
(Axioplan 2 imaging, Zeiss, Deutschland) und die Kamera wurden mit der
Bildanalysesoftware Axiovision (Version 4.6, Zeiss, Deutschland) betrieben. Die
Auflosung betrug dabei 1,02 um pro Pixel. Das Mikroskopbild wurde aus zeilenweise
aufgenommenen Einzelbildern zusammengesetzt. Die anschliefende Umwandlung
des digitalisierten Bildes in ein GLI-Bild erfolgte mit der institutsinternen Software
Matlab (The MathWorks Inc., Natick, USA). Dazu wurde das Bild zweifach gefiltert
(Gaul-Filter mit den Radien von 1 Pixel und 40 Pixel), diese beiden Bilder voneinander
subtrahiert, mit einem individuell-berechneten Schwellwert segmentiert und als
binares Bild gespeichert. Dieses Binarbild wurde in ein Raster von 16 x 16 ym
unterteilt. Fur jedes dieser Felder wurde das Verhaltnis von Neuronen zu Neuropil
berechnet und als Grauwert dargestellt (Abb. 4).
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Abb. 3 Berechnung eines GLI-Bildes

Das fixierte Gehirn wird in 20 ym didnne Schnitte (insgesamt: 5500 — 7500 Schnitte) geschnitten. Die
rote Linie (A) zeigt die Position des ausgewahlten Schnittes (B) an. Auf diesem Schnitt wurde die ROI
(schwarzer Kasten, B und C) hochauflésend gescannt (1 um/Pixel) und mit der institutsinternen
Matlab-Software in ein GLI-Bild umgewandelt (D). Dieses GLI-Bild bildet die Grundlage fir die
Beobachter-unabhangige Grenzfindung und die Erstellung von GLI-Profilen (Schleicher et al. 1999).

Zusammenfassend spiegelte das GLI-Bild die relative Zelldichte an jedem Punkt des
Mikroskopbildes wider. Diese Zelldichte wurde dann mit den institutsinternen
Matlab-Programmen automatisch analysiert und bildete gemeinsam mit der
Profilanalyse und der Grenzfindung die Grundlage flur die Beobachter-unabhangige
Untersuchungsmethode. Der Vorteil der GLI-Methode ist, dass sie auf der
Zellpackungsdichte basiert und somit der Einfluss der Farbintensitaten der Hirnschnitte
minimiert wird. Obwohl auch Glia- und Epithelzellen angefarbt werden, sind ihre
arealspezifischen bzw. laminaren Unterschiede so gering, dass sie die vorliegende

Analyse nicht beeinflussen (Wree et al. 1982).
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Abb. 4 Konvertierung eines Mikroskopbildes in ein GLI-Bild

Der Cortexausschnitt (Auflésung 1 um / Pixel) (A) wird mit einem Gaul-Filter (r = 1 Pixel, r = 40 Pixel)
zur besseren Zellerkennung gefiltert (B). Die Subtraktion der beiden gefilterten Bilder ergibt das binare
Bild (C). Die Uberlagerung mit dem urspriinglichen Mikroskopbild zeigt die erfolgreiche Zellerkennung
(D). Das binare Bild wird in ein Raster von 16 x 16 um unterteilt (E). Fir jedes einzelne Feld wird das

Verhaltnis von Zellen zu Neuropil berechnet und in Graustufen kodiert, die die Pixel des endgiiltigen
GLI-Bildes bilden (F). (modifizierte Abbildung aus Bludau et al. 2014)
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2.2.2 Profilanalyse und Grenzfindung

In einem Messfeld von 16 x 16 Pixeln wird der Zellkdrpervolumenanteil entlang der
kortikalen Tiefe mittels GLI (Schleicher et al. 1986, Schleicher und Zilles 1990,
Schleicher et al. 2005) geschatzt. Dies erlaubt Ruickschlisse auf die
zytoarchitektonische Organisation in der ROI (Abb. 5). Mit Hilfe einer in MatLab (The
MathWorks, Inc., Natick, MA, USA) geschriebenen Software wurden in jedem GLI-Bild
interaktiv die aul3eren Konturlinien (zwischen den Cortexschichten | und Il) und die
inneren Konturlinien (zwischen der Cortexschicht VI und dem Mark) definiert.
Zwischen diesen Konturlinien wurden krummlinige Traversen anhand eines
physikalischen Modells berechnet, das auf elektrischen Feldlinien basiert (Jones et al.
2000). Entlang dieser Traversen, die senkrecht zu den Laminae verlaufen, wurden die
GLI-Werte von der kortikalen Oberflache bis zur weilen Substanz extrahiert und zu
Profilen zusammengefasst (Abb. 5C). Auf diese Weise kdnnen laminare

Veranderungen der Zytoarchitektur erfasst (Schleicher et al. 1986) und die
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Mikrostruktur der Areale objektiv analysiert werden. Jedes Profil wurde auf eine
kortikale Tiefe von 100 % korrigiert, um die interindividuelle Varianz in der kortikalen
Dicke zu berucksichtigen. Fur jedes Areal wird ein Block aus 15 Profilen an drei Stellen
in jeder Hemisphare zu einem mittleren Profil zusammengefasst. Flr jedes Areal
werden die extrahierten mittleren Profile Uber die zehn untersuchten Gehirne gemittelt.
Die Formen benachbarter Profile wurden anhand eines zehndimensionalen
Merkmalsvektors verglichen, der den mittleren GLI-Wert, die Standardabweichung, die
kortikale Tiefe des Schwerpunkts, die Schiefe, die Kurtosis und analoge Parameter
der ersten Ableitungen der Profile enthalt (Zilles et al. 2002, Schleicher et al. 2009).
Fir die statistisch reproduzierbare Grenzfindung wurden, analog zur Profilanalyse,
Konturlinien auf dem ROI eingezeichnet und Profillinien erstellt. Blocke benachbarter
Profile (Blockweite 12 bis 30 Profile) wurden zu mittleren Profilen zusammengefasst
und durch den zehndimensionalen Merkmalsvektor dargestellt. Anderungen in der
Zytoarchitektur zwischen benachbarten Profilblécken fuhren zu Unterschieden in den
entsprechenden Merkmalsvektoren, die mittels Mahalanobis - Distanz (MD, Formel 1)
(Mahalanobis et al. 1949, Schleicher et al. 2000) und anschlielendem Hotelling's
T?-Test mit Bonferroni-Korrektur (p <0,001) berechnet wurden (Abb. 5A). Dazu
wurden die Profilblocke innerhalb des ROI entlang des Cortex kontinuierlich um eine
Position verschoben (sliding window Methode) und an jeder Position die MD der Profile
aus dem mittleren Merkmalsvektor xi bestimmt (Schleicher und Zilles 1990, Schleicher
et al. 1999, Schleicher et al. 2000, Schleicher et al. 2005).

Di?= (xi- Xi+1)"* Ciir1™" * (Xi - Xi+1) (Formel 1)

Cii+1 -1 = Inverse der Varianz-Covarianz Matrix des Merkmalsvektors
Xi = Mittelwertsvektor
D;? = Mahalanobis - Distanz

Lokale Maxima der MD-Funktion wurden an den Positionen gefunden, an denen das
Fenster Uber einer moglichen Grenze zwischen zwei benachbarten kortikalen Arealen
zentriert lag. Wenn diese lokalen Maxima der MD-Funktion in mindestens drei
Blockweiten Uber mehrere benachbarte Schnitte auftraten, wurde die Position als
Arealgrenze akzeptiert (Abb. 5B).
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Abb. 5 Statistisch-reproduzierbare Grenzfindung

(A) Signifikante Maxima der Mahalanobis - Distanz (MD), aufgetragen gegen den Profil-Index, zeigen
die Grenzen bei den Profilnummern 36, 176 und 251 von sfs2 und mfg1 zu den benachbarten Arealen
sfs1 und mfg2 an (A und C). Die Lage der Grenzen wurde fir verschiedene Blockweiten (dargestellt
n=20-30) getestet und nur akzeptiert, wenn die Maxima der MD-Funktion bei mehr als drei Blockweiten
gefunden wurden. (C) Entsprechendes histologisches Bild des Gyrus frontalis medius (MFG) mit
Traversen, entlang derer GLI-Profile als Schatzungen der zytoarchitektonischen Veranderungen von
der Grenze der Schicht | zu Schicht Il bis zur Grenze der Schicht VI zur weilen Substanz berechnet
wurden (B). Die Beobachter-unabhangig definierten Grenzen (siehe Maxima der MD-Funktion (A)) sind
mit schwarzen Pfeilspitzen markiert. (modifizierte Abbildung aus Bruno et al. 2022)

2.3 Dreidimensionale Rekonstruktion der Areale

Fir die 3D-Rekonstruktion wurden die zytoarchitektonischen Areale sfs1, sfs2, mfg1
und mfg2 mit dem des eigens entwickelten Online Section Tracer Tool interaktiv in die
hochaufgelosten Scans der entsprechenden histologischen Schnitte eingezeichnet.
Die histologische Bearbeitung fihrt unvermeidlich zu Deformationen und
Schrumpfungen (Amunts et al. 2020). Um dies zu korrigieren und zuverlassige
3D-Rekonstruktionen zu erstellen, wurden folgende Datensatze verglichen: (i) der
3D-Datensatz der strukturellen Magnetresonanzbilder des fixierten postmortalen
Gehirns vor der Sektion und (ii) hochauflésende Flachbettscans der gefarbten
histologischen Schnitte. Die hochaufgelésten Hirnschnittscans wurden mit einer
institutseigenen Software durch lineare und nichtlineare Transformationen an den
Volumendatensatz angepasst. Dadurch konnten Deformationen, die wahrend der

histologischen Bearbeitung entstanden waren, korrigiert werden (Amunts et al. 2020).

24 Berechnung der Arealvolumina

Das Arealvolumen wurde fur jedes postmortale Gehirn wurde berechnet (Formel 2).
Da Gehirne je nach Alter, Geschlecht, Krankheit und histologischer Aufarbeitung
unterschiedlich schrumpfen, wurde ein individueller Korrekturfaktor berechnet (Amunts
et al. 2007). Dieser Korrekturfaktor setzt sich zusammen aus dem Verhaltnis des
Volumens des frischen Gehirns zum Volumen des Gehirns nach histologischer
Aufarbeitung, multipliziert mit der mittleren spezifischen Dichte von 1,033 g/mm?.
Damit wird die individuelle Schrumpfung des Gehirns berucksichtigt (Zilles et al. 1988,
Amunts et al. 2005). Um alle Gehirne aufgrund ihres unterschiedlichen Eigengewichts
vergleichen zu kdnnen, wurden die Arealvolumina auf das Gesamtvolumen des

jeweiligen Gehirns normiert.
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V=seTexeys2A*F (Formel 2)

Vv = Arealvolumen [mm?]

s = Schnittanzahl zwischen den Scans der eingezeichneten Areale (s = 60)
T = Schnittdicke (20 ym)

X,y = Lange und Breite des Pixels (21,2 ym)

Ai = Arealflache in Pixeln an allen gemessenen Schnitten

F = Schrumpfungsfaktor

Volumetrische Unterschiede der DLPFC-Areale sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 zwischen
den Hemispharen und Geschlechtern wurden mit einer Varianzanalyse, der
mixed ANOVA untersucht (Innersubjekt-Faktoren: Areal und Hemisphare;
Zwischensubjekt-Faktoren:  Geschlecht). Die Normalitdt wurde mit dem
Shapiro-Wilk-Test und die Spharizitdt mit dem Mauchly-Test geprift. Die
Homogenitatsprufung der Fehlervarianzen wurde mit dem Levene-Test durchgeflhrt.

Fir alle Tests galt ein Signifikanzniveau von a = 0,05.

2.5 Volumenanteile der Zellkorper

Die Mittelwerte der GLI wurden in 10 - 20 Profilen in jedem histologischen Schnitt und
in drei Schnitten pro Gehirn, Hemisphare und Areal bestimmt. Diese GLI-Werte
wurden verwendet, um geschlechtsspezifische, interhemispharische und interareale
Unterschiede in den Volumenanteilen der Zellkérper in den DLPFC-Arealen zu
analysieren. Ein geringerer Zellkdrpervolumenanteil bedeutet, dass mehr Raum
zwischen den Perikaryen der Nervenzellen und den Gliazellen von Neuropil
(Synapsen, Dendriten und Axonen) eingenommen wird. Statistische Analysen mit
einem Signifikanzniveau von a = 0,05 wurden mit einer mixed ANOVA durchgefuhrt
(Innersubjekt-Faktoren:  Areal und Hemisphare; Zwischensubjekt-Faktoren:

Geschlecht), wie es bereits in Abschnitt 2.4 beschrieben wurde.

2.6 Clusteranalyse

Um den Grad der strukturellen Ahnlichkeit zwischen den anterioren DLPFC-Arealen
sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 zu bestimmen, wurde eine hierarchische Clusteranalyse
durchgefuhrt. Der Vergleich schloss benachbarte PFC-Areale, wie die
Frontalpolareale Fp1 und Fp2 (Bludau et al. 2014), die Areale 44 und 45 der Broca-

Region (Amunts et al. 2004) und die posterioren DLPFC-Areale (8d1, 8d2, 8v1, und
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8v2 (Amunts et al. 2022)) ein. Dazu wurden mittlere GLI-Profile (15 - 20 Profile in jeder
ROI) von drei ROls pro Areal und Hemisphare, die eine nahezu horizontale Schichtung
des Cortex zeigten, ausgewahlt und daraus Merkmalsvektoren gebildet. Eine
Diskriminanzanalyse wurde mit Hilfe der euklidischen Distanz und der
Ward-Verknupfungsmethode (Ward 1963) berechnet. Eine geringe euklidische
Distanz deutet auf geringe zytoarchitektonische Unterschiede und damit auf eine hohe
strukturelle Ahnlichkeit hin und umgekehrt. Die Diskriminanzanalyse wurde als

Punktdiagramm und die hierarchische Clusteranalyse als Dendrogramm dargestellt.

2.7 Erzeugung der Wahrscheinlichkeitskarten

Die Areale der zehn rekonstruierten Gehirne wurden mit Hilfe einer Kombination aus
linearen und nichtlinearen elastischen Transformationen (Amunts et al. 2020) in einem
Multiskalierungsverfahren auf die anatomischen Referenzgehirne des MNI Colin27
und des ICBM152casym (Evans et al. 2012) normiert. Durch die Uberlagerung der
Areale der zehn Gehirne in den beiden Referenzraumen wurde fur jedes Areal im
stereotaktischen Raum eine probabilistische Karte (pmap) erstellt (Amunts et al. 2020).
Diese Karten zeigen die Intersubjektvariabilitat an, wobei Werte von 10 % bis 100 %
und die Farbkodierung (blau bis rot) den Grad der Uberlappung und den Anteil der
kortikalen Areale an einer bestimmten Position in jedem Voxel im Referenzhirn
beschreiben.

Diese Wabhrscheinlichkeitskarten bildeten die Grundlage fur eine Maximale
Wabhrscheinlichkeitskarte (MPM) der Areale sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2. Diese MPM
stellt eine kontinuierliche, nicht Uberlappende Karte dar, da sie jedem Voxel das
zytoarchitektonische Areal mit der hochsten Wahrscheinlichkeit in diesem Voxel
zuordnet (Eickhoff et al. 2005). Fur jeden der beiden Referenzraume wurden die
Schwerpunkte der Areale berechnet. Die MPM umfasst die neu identifizierten
zytoarchitektonischen Areale sfs1, sfs2, mfg1, mfg2 sowie die angrenzenden Areale.
Die jeweiligen Arealdarstellungen sind im zytoarchitektonischen Julich-Brain Atlas

(https://julich-brain-atlas.de/) sowie im Human Brain Project (HBP) Atlas als Teil der

EBRAINS Forschungsinfrastruktur  (https://ebrains.eu/service/human-brain-atlas)

offentlich zuganglich.
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2.8 Dreidimensionale Arealrekonstruktion im BigBrain

Das BigBrain ist ein ultrahochaufgelostes 3D-Modell eines menschlichen Gehirns
(Amunts et al. 2013, Amunts et al. 2020). Der BigBrain-Datensatz basiert auf 7404
zellkorpergefarbten, 3D-rekonstruierten Schnitten und bietet mit einer nahezu
zellularen Aufldsung von 20 x 20 um pro Pixel einen detaillierten strukturellen Einblick
in das menschliche Gehirn und seine regionale Heterogenitat (Amunts et al. 2013).

FUr die vorliegenden ultrahochaufgeldsten Karten der neuen Areale im BigBrain-Raum
wurde das Deep-Learning-basierte Brain-Mapping-Tool auf der Grundlage von
Convolutional Neural Networks (CNNs) (Schiffer et al. 2021) eingesetzt, das bereits
an mehreren zytoarchitektonischen Arealen getestet und validiert wurde (Schiffer et al.
2019, Brandstetter et al. 2021, Kiwitz et al. 2022) . Dazu wurden die neuen Areale auf
mindestens jeden 30. Schnitt der hochaufgeldsten, digitalisierten Scans des BigBrain-
Datensatzes (Amunts et al. 2013) eingezeichnet. Mit diesen Trainingsschnitten (links:
14 (sfs1), 16 (sfs2), 17 (mfg2), 26 (mfg1); rechts: 16 (sfs1, sfs2), 18 (mfg1), 21 (mfg2))
wurde das Brain-Mapping-Tool Uber eine webbasierte Schnittstelle (Schiffer et al.
2021) auf dem Supercomputer JURECA des Jiilich Supercomputing Centre (Krause
und Thornig 2018) trainiert. Dabei lernt es, die Arealabgrenzung auf den Schnitten
zwischen den Trainingsschnitten zu fullen. Die automatisch generierten 2D-Karten
wurden kontrolliert, um Schnitte mit minderwertigem Qualitat von der weiteren
Verarbeitung auszuschlieBen. Mit Hilfe der nichtlinearen Registrierung der
hochaufgelosten 1 ym digitalisierten Schnitte (Omidyeganeh et al. 2020) und
verfugbaren Transformationen (Amunts et al. 2013) wurden die Karten in den
3D-rekonstruierten histologischen BigBrain-Raum transformiert und 3D-Volumina der
Areale mit einer Auflosung von 20 um erstellt. Fehlende Schnitte, die aufgrund der
Qualitatskontrolle ausgeschlossen wurden, wurden durch Interpolation zwischen den
nachstgelegenen Schnitten ersetzt. Die Volumina wurden dann mit einem
3D-Medianfilter geglattet, um Unstimmigkeiten zwischen den Schnitten zu beseitigen,
die durch madgliche Fehlsegmentierungen oder Fehler bei der sukzessiven
Transformation entstanden sein konnten. Im letzten Schritt wurden die grofRten
zusammenhangenden Komponenten identifiziert und in die endgultigen Volumendaten
aufgenommen. Auf diese Weise wurde das verbleibende Rauschen aus der
Segmentierung entfernt und falsch-positive Klassifikationsergebnisse
ausgeschlossen. Fur jedes zytoarchitektonische Areal wurden die 3D-Oberflachen und

die Segmentierungen auf 2D-Schnitten bereitgestellt (Schiffer et al. 2021).
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3. Ergebnisse

3.1 Lage der vier neuen Areale

In der vorliegenden Arbeit wurden vier neue zytoarchitektonische Areale identifiziert,
die entsprechend ihrer anatomischen Lage im sfs und auf dem MFG des anterioren
DLPFC mit sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 bezeichnet wurden (Abb. 6). Teile der

Ergebnisse wurden in Bruno et al. (2022) publiziert.

Abb. 6 Lokalisation der neu-identifizierten anterioren DLPFC-Areale

Die laterale Ansicht eines Gehirns (A) zeigt die anatomische Lage des zellkdrpergeféarbten Hirnschnittes
(B). Die neu identifizierten Areale befanden sich im anterioren Teil des Gyrus frontalis medius (MFG)
(C). Die Areale sfs1 und sfs2 waren, angrenzend an das Frontalpolareal Fp1 (Bludau et al. 2014), auf
dem aufsteigenden Sulcus-Arm des Sulcus frontalis superior (sfs) lokalisiert. Die Gyrusoberflache des
MFG wurde hauptsachlich vom Areal mfg1 bedeckt und das angrenzende Areal mfg2 befand sich im
ventral anschlieBenden Sulcus (Maf3stab: 2 mm).
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Eine neue Nomenklatur, die auf der ungefahren Lage der Areale zu den sie
umgebenden Gyri und Sulci basiert, wurde gewahlt, da die neue Parzellierung eine
detailliertere Struktur des anterioren DLPFC zeigte als bestehende Karten (Brodmann
1909, von Economo und Koskinas 1925, Sarkissov et al. 1955, Rajkowska und
Goldman-Rakic 1995a, Petrides und Pandya 1999). Areal sfs1 war hauptsachlich in
der Tiefe des sfs lokalisiert, gefolgt von Areal sfs2, das sich im aufsteigenden ventralen
Sulcus-Arm des sfs befand. Areal mfg1 erstreckte sich Uber die Oberflache des MFG
und Areal mfg2 lag im ventral-angrenzenden Sulcus (Abb. 6).

Die 3D-Arealrekonstruktionen in den Abbildungen 7 und 8 zeigen die vorliegende
Variabilitat zwischen den einzelnen Gehirnen und dass zytoarchitektonische Grenzen
nicht ausschlielich anhand makroanatomischer Landmarken definiert werden
konnten. So war das Areal sfs1 vor allem in der Tiefe und im aufsteigenden Sulcus-
Arm des sfs lokalisiert. Teilweise erstreckte es sich aber auch bis in den absteigenden
Sulcus-Arm des sfs. Ventral an Areal sfs1 schloss sich Areal sfs2 an, das vor allem im
ventralen aufsteigenden Sulcus-Arm des sfs lag. In einigen Gehirnen reichte es bis an
die Oberflache des anterioren MFG, welcher jedoch hauptsachlich vom ventral
angrenzenden Areal mfg1 bedeckt wurde. Im daran angrenzenden ventralen Sulcus,
der entweder die Verlangerung des Sulcus frontomarginalis (fms) war (siehe z. B. B05
Abb. 7) oder, falls vorhanden, der anteriore Beginn des mfs (siehe z. B. BO4 Abb. 8),
befand sich das Areal mfg2. Der mfs, der den MFG unterteilt, war in 17 von 20
untersuchten Hemispharen (85 %) vorhanden (Abb. 7 und Abb. 8), was dem in der
Literatur angegebenen Wert entspricht (Ono et al. 1990).
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Abb. 7 Individuelle Lage der Areale in fiinf Gehirnen (weiblich)

Die Dorsalansicht der Oberflachenrekonstruktionen der einzelnen Areale (sfs1: blau, sfs2: orange,
mfg1: violett, mfg2: gelb) stellt die interindividuelle Variabilitat in Bezug auf Unterschiede in GréRe und
Form der Areale und die Variabilitat im Sulcusmuster bei Gehirnen weiblicher Personen dar. Das Areal
sfs2 wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit aus der Rekonstruktion ausgeschlossen. Die gestrichelte
Linie markiert die Lokalisation des dargestellten histologischen Schnittes, auf dem die Ausdehnung der
zytoarchitektonischen Areale zu sehen ist. (modifizierte Abbildung aus Bruno et al. 2022)
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Abb. 8 Individuelle Lage der Areale in fiinf Gehirnen (ménnlich)

Die Dorsalansicht der untersuchten Gehirne mannlicher Personen zeigt die rekonstruierten Oberflachen
der einzelnen Areale (sfs1: blau, sfs2: orange, mfg1: violett, mfg2: gelb). Die Varianz in GréRe, Form
und Lage der Areale sowie der Sulcusstruktur zwischen den einzelnen Gehirnen wird deutlich. Das
Areal sfs2 wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit aus der Rekonstruktion ausgeschlossen.
(modifizierte Abbildung aus Bruno et al. 2022)
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3.2 Zytoarchitektur der vier neuen DLPFC-Areale

Die anterioren DLPFC-Areale wiesen einen deutlichen sechsschichtigen Cortex
einschlieBlich Schicht IV auf und reprasentierten damit den typischen Aufbau des
Isocortex. Sie unterschieden sich jedoch deutlich voneinander und von den
benachbarten Arealen. Anhand ihrer spezifischer zytoarchitektonischer Merkmale, wie
Grolle, Dichte und Anordnung der Neurone innerhalb der einzelnen kortikalen
Schichten konnten die Areale identifiziert (Abb. 9) und voneinander abgegrenzt
werden (Abb. 5, Abb. 10, Abb. 11 und Abb. 12) (Bruno et al. 2022a).

Das Areal sfs1 zeigte eine zelldichte Schicht Il und einen leichten Gradienten der
Zellgrofle innerhalb der Schicht lll, die aus kleinen bis mittelgroRen Neuronen bestand.
Das Hauptmerkmal des Areals sfs1 war eine ausgepragte und zelldichte Schicht IV.
Dadurch konnte das Areal sfs1 klar von den benachbarten Arealen BA9 und sfs2
abgegrenzt werden. Die mittelgroRen Neurone waren uber die gesamte Schicht V
verteilt und lie3en somit keine Unterteilung in Va und Vb zu. Dies spiegelte sich auch
in der flachen Kurve des GLI-Profils wider (Abb. 9A). Die Rindenmarkgrenze war im
Vergleich zu den benachbarten Arealen BA9, sfs2 und Fp1 scharf (Abb. 9A und Abb.
12A-C).

Das Areal sfs2 wies dagegen eine diinne Schicht Il mit einem flieRenden Ubergang
zur Schicht Ill auf, die sich in llla, lllb und llic unterteilen lie®. Im Vergleich zur oberen
Schicht llla, waren die Pyramidenzellen in der tieferen Schicht Illc gro3er und dichter
gepackt. Dies spiegelte sich in einem lokalen Maximum des GLI-Profils wider (Abb.
9B). Schicht IV war im Vergleich zu den Arealen sfs1 und mfg1 schlecht entwickelt und
schwer abgrenzbar (Abb. 10). Auch konnte die Schicht V mit ihren lockergepackten
mittelgroRen bis grof3en Zellen nicht klar in Va und Vb unterteilt werden verglichen mit
BA9. Im Gegensatz zu Areal sfs1 war Schicht VI mit dicht gepackten Zellen deutlich
ausgepragt. Die Grenze zwischen Schicht VI und weiller Substanz war scharfer als in
Areal mfg1, aber nicht so scharf wie in Areal sfs1 (Abb. 9B und Abb. 12D-F).

Das Areal mfg1 wies eine weniger stark ausgepragte Schicht Il auf als das
benachbarte Areal mfg2 (Abb. 11). Schicht Ill konnte aufgrund der Zunahme der
ZellkorpergrofRe in llla, Illb und llic unterteilt werden, wobei die Zellen in der oberen
Schicht llla lockerer gepackt waren als in den Arealen sfs1 und mfg2. Schicht IV zeigte
flieBende Ubergénge zu den angrenzenden Schichten Il und V mit ihren groRen

Pyramidenzellen auf.
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Abb. 9 Zytoarchitektonische Charakteristika und GLI-Profile der neuen Areale

Das Areal sfs1 zeichnete sich durch eine zelldichte Schicht Ill mit mittelgroRen Pyramidenzellen, eine
gut entwickelte Schicht IV und eine im Vergleich zu den benachbarten Arealen BA9 und sfs2 nicht
unterteilbare Schicht V aus. Die Grenze der diinnen Schicht VI zur weillen Substanz war scharf (A). Im
Vergleich dazu zeigte sfs2 eine dinne Schicht IV, die aufgrund der grol’en Pyramidenzellen in der
tieferen Schicht Il und der oberen Schicht V unscharf erschien. Die Zellen in Schicht llla waren locker
gepackt und in Schicht VI eher grol und sehr ausgepragt (B). Areal mfg1 war gekennzeichnet durch
grofRe Pyramidenzellen in der tieferen Schicht Ill und der oberen Schicht V. Die zellreiche Schicht VI mit
ihrem unscharfen Ubergang zum Mark war prominent (C). Typisch fir Areal mfg2 war eine breite, gut
entwickelte Schicht IV, eine scharfe Markrindengrenze und ein uniformes Erscheinungsbild mit relativ
homogener ZellgroRe in allen Schichten (D). Die laminaren Veranderungen im Volumenanteil der
Zellkérper und damit die unterschiedliche Zytoarchitektur spiegeln sich in den GLI-Profilen wider, die
rechts neben den histologischen Bildern dargestellt sind. Anhand dieser GLI-Profile erfolgte die
statistische Bildanalyse. Der Kontrast der histologischen Bilder wurde zur besseren Visualisierung
erhoht. Der Malistab von 500 um in (A) bezieht sich auf alle (A-D). (modifizierte Abbildung aus Bruno
et al. 2022)
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Im Vergleich zu sfs2 war Schicht IV jedoch zellreicher und besser entwickelt. Die
infragranularen Schichten V und VI waren dicht gepackt und gut entwickelt, wobei
Schicht V keine klare Unterteilung zeigte und Schicht VI unscharf in die weilke
Substanz Uberging (Abb. 9C und Abb. 12G-I).

Das Areal mfg2 zeichnete sich durch ein einheitliches Erscheinungsbild aufgrund einer
relativ. homogenen Zelldichte und ZellgroRe entlang der Schichten aus. Dieses
Merkmal spiegelte sich auch in der relativ flachen Kurve des GLI-Profils wider (Abb.
9D) und war ein deutliches Unterscheidungskriterium zu den angrenzenden Arealen
mfg1 und Fp1. Die Kdérnerschichten Il und IV des Areals mfg2 waren gut entwickelt
und zelldicht, wobei Schicht Il keine scharfe Grenze zu Schicht Ill aufwies. Die grof3en
Pyramidenzellen in Schicht V, die in Areal mfg1 noch deutlich vorhanden waren,
verschwanden fast vollstandig. Die dinne, zelldichte Schicht VI zeigte im Gegensatz
zu mfg1 eine scharfe Grenze zum Mark (Abb. 9D und Abb. 12J-L).

Abb. 10 Zytoarchitektonische Grenzen der Areale sfs1, sfs2 und mfg1

Im Vergleich zu sfs1 und mfg1 wies Areal sfs2 eine locker gepackte Schicht Il und eine diinne,
unscharfe Schicht IV auf (A und B). Die Pfeilspitzen markieren die jeweiligen Grenzen im Sulcus frontalis
superior (sfs) an. Mal3stab: 500 um (modifizierte Abbildung nach Bruno et al. 2022)
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Abb. 11 Zytoarchitektonische Grenzen der Areale mfg1 und mfg2

Charakteristisch fur Areal mfg1 waren grof3e Pyramidenzellen in der tieferen Schicht Ill und breite
infragranulare Schichten V und VI, wahrend Areal mfg2 eine homogene Schicht Ill mit mittelgroRen
Zellen und weniger ausgepragten Schichten V und VI aufwies. Die Pfeilspitze markiert die Grenze
zwischen den Arealen mfg1 und mfg2, die sich hier im Sulcus frontomarginalis (fms) befand.
MalRstab: 500 pym. (modifizierte Abbildung aus Bruno et al. 2022)
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Abb. 12 Interindividualitat der Zytoarchitektur der anterioren DLPFC-Areale

Die vorhandene Variabilitat der Zytoarchitektur der Areale sfs1 (A-C), sfs2 (D-F), mfg1 (G-1) und mfg2
(J-L) in einzelnen Gehirnen ist hier exemplarisch fir drei Gehirne dargestellt. Die entscheidenden
zytoarchitektonischen Charakteristika waren trotz interindividueller Varianz erkennbar. Areal sfs1 wies
eine hohe Zelldichte in Schicht Il und ausgepragte Schichten Il und V mit mittelgroRen Pyramidenzellen
auf. Im Gegensatz zum benachbarten Areal BA9 konnte Schicht V nicht unterteilt werden (A-C). Im
Vergleich dazu ist das Areal sfs2 durch eine lockere obere Schicht Illa, eine dichtere Schicht Ilic mit
grélReren Pyramidenzellen, eine schwach entwickelte Schicht IV und eine ausgepragte Schicht VI
gekennzeichnet (D-F). Typisch fur Areal mfg1 waren grol3e Pyramidenzellen in der tiefen Schicht llic
und in der oberen Schicht V. Schicht IV ist ebenfalls gut entwickelt und die Rindenmarkgrenze ist
unscharf (G-1). Areal mfg2 zeigte ein homogenes Erscheinungsbild mit relativ gleich groRen Zellen in
den Schichten Il und V (J-L). Der Maf3stabsbalken von 500 pym in (C) bezieht sich auf alle (A-L).
(modifizierte Abbildung aus Bruno et al. 2022)

3.3 Zytoarchitektonischer Vergleich der DLPFC-Areale
mit Nachbararealen

Die anterioren DLPFC-Areale sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 grenzen an das bereits
kartierte Areal Fp1 (Bludau et al. 2014), sowie an bisher nicht kartierte Areale, die den
BA9 und BA46 zugeordnet werden konnten. Die Identifizierung der Areale BA9 und
BA46 erfolgte anhand der fruheren Definition (Brodmann 1909, Rajkowska und
Goldman-Rakic 1995a). Die zytoarchitektonischen Kriterien fur das Areal Fp1 wurden
der Publikation von Bludau et al. entnommen (Bludau et al. 2014). Die Zytoarchitektur

aller beschriebenen Areale ist in Tabelle 2 zusammengefasst.

Zytoarchitektonische Grenze zu Fp1

Dorsorostral von sfs1 konnte das Areal Fp1 (Bludau et al. 2014) zytoarchitektonisch
deutlich von den anterioren DLPFC-Arealen abgegrenzt werden (Abb. 13 und Abb.
14). Das Areal Fp1 zeigte dicht angeordnete Zellen in Schicht || mit einer klaren Grenze
zu Schicht Ill. Entlang der Schicht Il bestand ein Zellgroflengradient, da die
Pyramidenzellen in der Tiefe deutlich groRer waren als in der oberen Schicht Illa. Im
Gegensatz dazu wies Areal sfs1 in Schicht Ill nur einen geringen Gradienten in der
ZellgroRe auf. Auch Schicht IV war deutlicher ausgepragt und der Ubergang von
Schicht VI zur weiRen Substanz war scharfer als bei Fp1 (Abb. 13).
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Tabelle 2 Ubersicht der zytoarchitektonischen Charakteristika der neuen Areale sowie
Nachbarareale (Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a, Bludau et al. 2014) (modifizierte
Tabelle aus Bruno et al. 2022)

Areal

Zytoarchitektonische Charakteristika der Schichten

sfs1

sfs2

mfg1

mfg2

BA9

BA46

II: zelldicht und breit

lll: kleine bis mittelgroRe Pyramidenzellen mit leichten Gradienten

IV: dicht, gut abgrenzbar im Vergleich zu den Nachbararealen sfs2 und BA9

V: mittelgroRe Pyramidenzellen; nicht unterteilbar

VI: schwach ausgepragt

scharfe Rindenmarkgrenze im Gegensatz zu Nachbararealen BA9 und sfs2

Il: diinn, unscharfe Grenze zu Schicht Il

[I: klare Unterteilung der Schicht Il mit groRen Pyramidenzellen in lllc

IV: unscharf, nicht gut abgrenzbar verglichen mit Nachbararealen sfs1 und mfg1

V: mittel bis grof’e Pyramidenzellen, keine Unterteilung méglich

VI: hohe Zelldichte

Grenze zur weil’en Substanz unscharfer als bei sfs1, jedoch scharfer als in mfg1

[I: nicht so dick und prominent verglichen mit mfg2

llI: unterteilbar, mit groRen Pyramidenzellen in tiefer Schicht Illc und geringer
Zelldichte in llla verglichen mit Nachbararealen sfs1 und mfg2

IV: sichtbar, jedoch mit flieRenden Ubergangen zu Schichten Ill und V

V: gut entwickelt, ohne klare Unterteilung

VI: prominente Schicht mit dichtgepackten gro3en Zellen

unscharfe Markscheidengrenze

II: zelldichter als mfg1, aber schmaler als sfs1; flieRender Ubergang zu Schicht IlI

[ll: Zellen mit gleicher ZellgroRe und -dichte

IV: breit und gut entwickelt

V: keine grof3en Pyramidenzellen

VI: dicht gepackt

scharfe Markscheidengrenze

scharfe Grenze zwischen den Schichten I, Il und IlI

zelldichte Schicht Il

grolRere Pyramidenzellen in tieferer als in oberer Schicht IlI

Schicht IV nicht so breit und zelldicht wie in sfs1

unscharfe Rindenmarkgrenze

mittelgroRe Pyramidenzellen in llla und Illb, mit groRen Pyramidenzellen in llic

geringere Zelldichte in Schicht IV im Vergleich zu sfs1

Schicht Va mit sehr grolten Pyramidenzellen

blasse, zellarme Schicht Vb

unscharfe Grenze zwischen Schicht VI und weil3er Substanz

diinne Schicht Il

leichter ZellgréRengradient in Schicht Il

breite, dicht gepackte Schicht IV

Schicht V mit mittelgro3en Pyramidenzellen ist ausgepragter als bei mfg2

breite Schicht VI mit unscharfen Markscheidentbergang verglichen mit mfg2
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Abb. 13 Zytoarchitektonische Grenze der Areale sfs1 und Fp1

Die Grenze zwischen dem Areal sfs1 und dem Frontalpolareal Fp1 (schwarze Pfeilspitze) befindet sich
im Sulcus frontalis superior. Das Areal sfs1 wies eine deutlich abgrenzbare und ausgepragte Schicht IV
und eine scharfe Rindenmarkgrenze im Vergleich zu Fp1 auf (A, MaRstab: 500 ym). Die
zytoarchitektonische Grenze bei Position 63 konnte hier in acht Blockweiten statistisch nachgewiesen

werden (B und C).
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Abb. 14 Zytoarchitektonische Grenze der Areale mfg2 und Fp1

Die Pfeilspitze markiert die zytoarchitektonische und statistisch reproduzierbare Grenze zwischen den
Arealen mfg2 und Fp1 (A, MaBstab: 500 um). Das Areal mfg2 zeichnete sich durch eine relativ
homogene Zellgrélie in allen Schichten, eine breite Schicht Il und eine gut entwickelte, zellreiche Schicht
IV aus. Die Schichten V und VI waren im Vergleich zu Fp1 schmaler und weniger gut entwickelt (B).
Typisch fur Fp1 waren scharfe Schichtgrenzen, gro3e Pyramidenzellen in der tieferen Schicht Il und
eine zelldichte Schicht VI. Die Schicht IV war nicht so gut entwickelt (C). Der MaRstab von 500 ym in
(C) gilt auch far (B). (modifizierte Abbildung aus Bruno et al. 2022)
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Dorsorostral von Fp1 liegt das Areal mfg2 (Abb. 14). Wie Areal mfg2 wies auch Fp1
eine dichte Schicht Il auf, jedoch mit einer scharferen Grenze zu Schicht Ill. Der
ZellgroRengradient in Schicht Il des Areals Fp1 mit groRen Pyramidenzellen in der
tiefen Schicht lllc war ein Hauptunterscheidungsmerkmal zum benachbarten Areal
mgf2, das aufgrund der homogenen Zellgro3e und -verteilung in Schicht Il ein
einheitlicheres Erscheinungsbild aufwies (Abb. 14B). Die Schicht IV von Fp1 war nicht
so breit und prominent und die Rindenmarkgrenze erschien weniger scharf als bei
mfg2 (Abb. 14C).

Zytoarchitektonische Grenze zu BA9

Rostrodorsal im absteigenden Sulcus-Arm des sfs grenzte BA9 (Rajkowska und
Goldman-Rakic 1995a) an das Areal sfs1. Typisch fir BA9 waren sichtbare, aber
dinne Koérnerschichten Il und IV. Diese wiesen im Gegensatz zu Areal sfs1 weniger
scharfe Grenzen zu den angrenzenden Schichten |ll und V und eine geringe Zelldichte
auf (Abb. 15A). Die Pyramidenzellen der Schicht IIl nahmen von der oberen Schicht
[lla zur tieferen Schicht lllc deutlich an GroRRe zu. In der Schicht V waren die groflden
pyramidalen Neurone vor allem in der oberen Schicht Va zu finden, wahrend die
Schicht Vb blass und zellarm erschien. Im Vergleich zu sfs1 zeigte sich die
Rindenmarkgrenze unscharf.

Die benachbarten Areale sfs2 und mfg1 wurden nach kaudal durch ein bisher nicht
kartiertes Areal getrennt und verdrangt (Abb. 15B). Dieses Areal konnte aufgrund
seiner zytoarchitektonischen Merkmale wie einer dunnen Schicht IV, sehr grof3en
Pyramidenzellen in Va und einem unscharfen Markibergang dem beschriebenen

Areal BA9 zugeordnet werden.
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Abb. 15 Zytoarchitektonische Grenze zu Areal BA9
BA9 war im Vergleich zu sfs1 durch eine diinne und unscharfe Schicht IV gekennzeichnet (A). Im
Vergleich zu Areal mfg1 unterschied sich BA9 durch eine unterteilbare Schicht V mit grofl3en

Pyramidenzellen in Va und einer blassen Vb (B). Die Pfeilspitzen markieren die zytoarchitektonischen
Grenzen an. Mafstab: 500 ym (modifizierte Abbildung aus Bruno et al. 2022)
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Zytoarchitektonische Grenze zu BA46

Das Areal mfg2 grenzte ventral im aufsteigenden Sulcus-arm an ein weiteres, bisher
nicht kartiertes Areal (Abb. 16) mit den zytoarchitektonischen Charakteristika des
Areals BA46 (Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a). Es wies eine schmale Schicht Il
ohne scharfe Grenze zu Schicht Il auf, entlang derer die Pyramidenzellen leicht an
Groe zunahmen. Im Vergleich zu mfg2 zeigte sich die Schicht IV nicht so prominent,
da die Grenzen zu den Pyramidenzellschichten flieRend waren. Auch die

infragranularen Schichten V und VI waren zellreich und gut entwickelt. Die

Rindenmarkgrenze erschien nicht so scharf wie in Areal mfg2.

e

Abb. 16 Zytoarchitektonische Grenze zwischen den Arealen mfg2 und BA46

Die ventrale Grenze des Areals mfg2 an BA46 ist hier exemplarisch im Gehirn B13 dargestellt.
Charakteristisch fir BA46 war ein leichter Gradient der ZellgroRe entlang der Schicht Ill und eine
ausgepragte Schicht IV. Die infragranularen Schichten waren im Vergleich zu mfg2 starker ausgepragt.
MaBstab: 500 um (modifizierte Abbildung nach Bruno et al. 2022)
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3.4 Diskriminanz- und Clusteranalyse

Die neu-identifizierten Areale sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 wurden anhand ihrer
GLI-Profile in einer Diskriminanzanalyse aufgetrennt. Auf diese Weise konnten sie
nach ihren spezifischen zytoarchitektonischen Eigenschaften gruppiert werden.
Abbildung 17 zeigt, dass die anterioren DLPFC-Areale einzelne Cluster bildeten,
obwohl die GLI-Profile zwischen den einzelnen Gehirnen bis zu einem gewissen Grad
variierten. Jedes Areal wurde durch 20 Punkte (2 Hemispharen von 10 Gehirnen) und
eine Ellipse, die das Zentroid jedes Areals darstellt, reprasentiert. Die Varianz in der
Lokalisation der Punkte spiegelte die zytoarchitektonische Variabilitat zwischen den

einzelnen Gehirnen wider.
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Abb. 17 Diskriminanzanalyse der anterioren DLPFC-Areale

Die GLI-Profile der einzelnen Areale sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 wurden in einer Diskriminanzanalyse
verglichen, wobei jeder Punkt ein Areal in einer Hemisphare reprasentiert. Die farbigen Kreise zeigen
das Zentroid fur jedes Areal an. Das Areal sfs1 (blau) 8hnelt in seinen zytoarchitektonischen Merkmalen
dem Areal mfg2 (gelb). Dies wird auch durch die Uberlappung deutlich. Im Gegensatz dazu sind die
Areale sfs2 (orange) und mfg1 (violett) klar von den andere DLPFC-Arealen zu unterscheiden.
(modifizierte Abbildung nach Bruno et al. 2022)

Die Cluster der Areale sfs2 und mfg1 konnten deutlich von den anderen anterioren
DLPFC-Arealen abgegrenzt werden, wobei das Areal sfs2 zytoarchitektonisch den

Arealen sfs1 und mfg2 &hnlicher war. Die leichte Uberlappung der Zentroide der Areale
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sfs1 und mfg2 zeigte die zytoarchitektonische Ahnlichkeit der beiden Areale an, jedoch
konnten die Grenzen zwischen diesen beiden Arealen entlang des gesamten
Arealverlaufs erkannt und verifiziert werden.

Auch in der hierarchischen Clusteranalyse (Abb. 18) bildeten die beiden Areale sfs1
und mfg2 aufgrund ihrer hohen zytoarchitektonischen Ahnlichkeit ein Cluster mit
geringer euklidischer Distanz. Der Vergleich der anterioren DLPFC-Areale mit den
benachbarten PFC-Arealen zeigte auf Basis des euklidischen Distanzmalies eine
héhere zytoarchitektonische Ubereinstimmung mit den Frontalpolarealen Fp1 und Fp2
(Bludau et al. 2014), als mit den Arealen 44 und 45 der Broca-Region (Amunts et al.
2004) und den posterioren DLPFC-Arealen (8v1, 8v2, 8d1 und 8d2 (Amunts et al.
2022)) (Abb. 18).

8v2

posteriorer 8d2

DLPFC 8v1

8d1

Broca 45

Region 44

Fp2

Frontalpol

Fp1

mfg1

anteriorer sfs2

DLPFC sfs1
mfg2]_

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

Abb. 18 Hierarchische Clusteranalyse der anterioren DLPFC-Areale

In diesem Dendrogramm werden die Areale des anterioren DLPFC mit den Arealen des Frontalpols
(Fp1, Fp2) (Bludau et al. 2014), der Broca Region (44, 45) (Amunts et al. 2004) und des posterioren
DLPFC (8d1, 8d2, 8v1, 8v2) (Amunts et al. 2022) verglichen. Die euklidische Distanz gibt die strukturelle
Ahnlichkeit an. Die Areale des anterioren DLPFC bilden ein deutlich separates Cluster zu ihren
Nachbararealen im PFC und liegen zytoarchitektonisch naher an den Arealen des Frontalpols als an
den Arealen der Broca-Region und den Arealen des posterioren DLPFC. (modifizierte Abbildung aus
Bruno et al. 2022)
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Mit einer mixed ANOVA (Innersubjekt-Faktoren: Areal und Hemisphare;
Zwischensubjekt-Faktor: Geschlecht) wurde der Volumenanteil der Zellkorper, der sich
in den GLI-Werten fir jedes Areal widerspiegelt (Abb. 19B), analysiert, um zu
untersuchen, ob und wie die beobachteten Volumenunterschiede zwischen den
Gehirnen mannlicher und weiblicher Personen mit der zugrunde liegenden
Zytoarchitektur zusammenhangen. Es wurden keine signifikanten
interhemispharischen oder geschlechtsspezifischen Unterschiede (p > 0,55) in den
GLI-Werten gefunden.

3.5 Geschlechterunterschiede in den Arealvolumina

Die Arealvolumina wurden um den individuellen Hirnschrumpfungsfaktor korrigiert und
auf Unterschiede zwischen den Hemispharen und den Geschlechtern untersucht
(Abb. 19 und Tabelle 3). Das Areal sfs2 wies das kleinste Volumen auf
(578 £ 142 mm?3), gefolgt von sfs1 (754 + 201 mm?), mfg2 (1069 + 281 mm?) und mfg1
(1392 £ 278 mm?3®). Das Volumen aller anterioren DLPFC-Areale betrug
1903 £ 419 mm? in der linken Hemisphare und 1889 £+ 348 mm?® in der rechten
Hemisphare (p =0,938). Geschlechtsgetrennte Volumenanalysen ergaben ein
Gesamtvolumen von 3835 = 378 mm?3, mit 2064 + 231 mm? in der rechten Hemisphare
und 1771 £ 324 mm? in der linken Hemisphare bei Gehirnen weiblicher Personen. Die
Gehirne mannlicher Personen wiesen dagegen ein Gesamtvolumen von
3748 £ 695 mm? auf, davon 1714 + 378 mm? in der rechten und 2034 £ 496 mm? in
der linken Hemisphare. Insgesamt waren die mittleren absoluten Arealvolumina bei
den Frauen in fast allen untersuchten DLPFC-Arealen groRer. Dies ist vor dem
Hintergrund des geringeren Gesamthirnvolumens von Frauen im Vergleich zu
Mannern von Bedeutung. Die Normierung der Arealvolumina auf das entsprechende
Gesamthirnvolumen verstarkte diesen Geschlechtsunterschied noch. Die statistische
Auswertung mittels einer mixed ANOVA ergab eine signifikante Interaktion zwischen
Areal und Geschlecht [F (3,24) = 3,946, p < 0,021]. Die Voraussetzungen flr eine
ANOVA (Normalverteilung, Spharizitdt und Homogenitat der Fehlervarianz) waren
erfullt, wie der Shapiro-Wilk-Test (p > 0,05), der Mauchly-Test (p > 0,05) und der
Levene-Test (p > 0,05) zeigten. Nachfolgende univariate F-Tests zeigten, dass die
Areale sfs2 (p < 0,035) und mfg1 (p < 0,046) in den Gehirnen weiblicher Personen

signifikant groRer waren als in den Gehirnen mannlicher Personen. Die beiden
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anderen Areale zeigten keine signifikanten Geschlechtsunterschiede (sfs1: p = 0,211,
mfg2: p = 0,260) (Abb. 19A).

Tabelle 3 Schrumpfungskorrigiertes Arealvolumen (mm?®) (modifizierte Tabelle aus
Bruno et al. 2022)

Gehirn | Geschlecht links rechts
sfs1 sfs2 mfgl mfg2 | sfs1 sfs2 mfg1 mfg2

B0O4 m 285 209 518 239 235 254 451 469
B11 m 358 269 956 598 341 362 672 978
B13 m 550 354 852 791 232 263 465 531
B20 m 321 179 521 885 438 277 591 431
B21 m 492 196 798 799 346 174 603 454
MW 400 241 731 662 318 266 557 573
SD 116 72 202 259 87 67 95 229
BO5 w 601 403 787 404 655 399 803 368
BO8 w 279 269 713 463 355 216 667 496
BO9 w 327 357 894 404 374 219 910 491
B10 w 253 254 477 387 332 329 1156 517
B14 w 347 399 476 362 422 396 595 617
MW 362 336 669 404 428 312 826 498
SD 139 71 187 37 131 91 221 89

Um madgliche Unterschiede zwischen den Hemispharen zu untersuchen, wurden die
normierten Arealvolumina mit einer mixed ANOVA (Innersubjekt-Faktoren: Areal und
Hemisphare; Zwischensubjekt-Faktoren: Geschlecht) statistisch ausgewertet. Die
Volumina waren normalverteilt  (Shapiro-Wilk-Test, p>0,05), und die
Voraussetzungen der Spharizitat sowie der Homogenitat der Fehlervarianzen waren
erfullt (Mauchly-Test und Levene-Test, jeweils p > 0,05). Es konnte ein signifikanter
Unterschied in der Interaktion zwischen Areal und Geschlecht festgestellt werden
[F (3,24) = 3,946, p < 0,021, partielles n*> = 0,330]. Nachfolgende univariate F-Tests
zeigten signifikant gro3ere Arealvolumina der Areale sfs1 (p < 0,047) (Abb. 19C) und
mfg1 (p < 0,036) (Abb. 19E) der rechten Hemisphare und des Areals sfs2 (p < 0,022)
(Abb. 19D) der linken Hemisphare in den Gehirnen weiblicher Personen als in den

Gehirnen mannlicher Personen (Bruno et al. 2022a).
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Abb. 19 Geschlechterunterschiede in den Arealvolumina

Die normierten Volumina der Areale sfs2 und mfg1 unterschieden sich signifikant (*p < 0,05) zwischen
Méannern und Frauen (A). Im Volumenanteil der Zellkérper (mittlerer GLI) wurden keine
Geschlechtsunterschiede gefunden (B). Die Areale sfs1 (C) und mfg1 (E) der rechten Hemisphéare und
das Areal sfs (D) der linken Hemisphare waren signifikant (p < 0,05) gré3er in den Gehirnen von Frauen.
Normalisierte Volumina und GLI sind als Mittelwerte £+ SD angegeben. (modifizierte Abbildung aus
Bruno et al. 2022)
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3.6 Dreidimensionale Wahrscheinlichkeitskarten

Zytoarchitektonische 3D-Wahrscheinlichkeitskarten (Version 3.0 (Amunts et al. 2022))
zur Darstellung und Bewertung der interindividuellen Variabilitat der vier anterioren
DLPFC-Areale in ihrer stereotaktischen Lokalisation und Ausdehnung wurden in den
anatomischen Referenzraumen MNI Colin27 (Abb. 20) und ICBM152casym erstellt.
Die Schwerpunktkoordinaten der Areale fur die Referenzraume MNI Colin27 (x, y, zim
Original-MNI-Raum) und ICBM152casym sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Die
neuen Karten sind offentlich zuganglich (Bruno et al. 2022e, Bruno et al. 2022d, Bruno
et al. 2022c, Bruno et al. 2022b) und kdénnen unter https://ebrains.eu/ mit den DOls
10.25493/89ZF-PF7 (fur sfs1), 10.25493/PRBE-DG (fur sfs2), 10.25493/CEYF-5QT
(fur mfg1) und 10.25493/TZ299-8JX (fur mfg2) kostenlos heruntergeladen werden.

Da sich die Areale sfs1, sfs2 und mfg2 hauptsachlich in der Tiefe der Sulci befanden,

wurde fur die Abbildung 20 die smooth-white matter Darstellung gewahlt. Das Areal
sfs1 befand sich hauptsachlich im absteigenden Teil und im Fundus des anterioren
sfs. Ventral davon war das Areal sfs2 im aufsteigenden Sulcus-Arm des sfs lokalisiert.
In einigen Gehirnen erstreckte sich das Areal sfs2 bis auf die Oberflache des MFG, wo
sich jedoch hauptsachlich das Areal mfg1 befand. Dies spiegelt sich in der grof3en
Uberlappung in allen zehn Gehirnen wider. Eine deutlich gréRere interindividuelle
Variabilitat mit weniger Uberlappung zeigte sich in den aufsteigenden und
absteigenden Sulci, die an den MFG angrenzen. Ventral des Areals mfg1 lag das Areal
mfg2, das in beiden Hemispharen eine groRere interindividuelle Variabilitat in der
Lokalisation aufwies als die anderen DLPFC-Areale, da es entweder in der kaudalen
Verlangerung des fms oder des anterioren mfs, sofern vorhanden, lokalisiert war
(Bruno et al. 2022a).

Tabelle 4 Schwerpunktskoordinaten der Areale in den Referenzraumen MNI Colin27 und
ICBM152casym

Areal Hemisphare MNI Colin27 ICBM152casym
X y z X y z
sfs1 links -25 48 22 -27 50 21
rechts 26 49 21 25 52 21
Sfs2 links -30 45 27 -31 47 25
rechts 30 47 22 28 50 23
links -37 49 22 -38 50 20

mfg1

rechts 38 47 22 37 50 21
mfg2 links -25 52 18 -26 53 17
rechts 30 52 11 30 55 11
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Abb. 20 Wahrscheinlichkeitskarten der vier neuen DLPFC-Areale im MNI Colin27

Die einzelnen Wahrscheinlichkeitskarten der Areale sfs1, sfs2, mfg1l und mfg2 sind fir beide
Hemispharen des MNI Colin27 in smooth-white matter dargestellt, um die Lokalisation der Areale auf
Sulci und Gyri zu verdeutlichen (sfs: Sulcus frontalis superior, ifs: Sulcus frontalis inferior, SFG: Gyrus
frontalis superior, MFG: Gyrus frontalis medius). Die interindividuelle Variabilitat ist farbkodiert: Werte
von 10 % bis 100 % (blau bis rot) beschreiben den Grad der Uberlappung, z. B. entsprechen rote
Bereiche einer Wahrscheinlichkeit von mindestens 82 %. Die dorsale Ansicht der linken Hemisphare ist
fur das Areal sfs2 gekippt, um die Lokalisation des Areals besser erkennen zu kénnen.

Die MPM liefert eine nicht Uberlappende Oberflachendarstellung im Referenzraum
MNI Colin27. Abbildung 21 zeigt die Lage und Ausdehnung der neuen
DLPFC-Areale, sowie der zytoarchitektonisch benachbarten Areale Fp1 (Bludau et al.
2014), 8d1, 8d2, 8v1 und 8v2 des posterioren DLPFC (Amunts et al. 2022), 44 und 45
des ventralen prafrontalen Cortex (Amunts et al. 2004). Die neu identifizierten Areale

liegen in dem ausgedehnten, bisher nicht kartierten Bereich des PFC, der als GapMap

Frontal-I beschrieben wurde (Amunts et al. 2020).

ap
Frontal-I Frontal-1

rechts

Abb. 21 Maximale Wahrscheinlichkeitskarte

Die nicht Uberlappende Oberflachendarstellung (Version 3.0 (Amunts et al. 2022)) des inflated MNI
Colin27 zeigt die stereotaktische Lage der Areale sfs1 (blau), sfs2 (orange), mfg1 (violett) und mfg2
(gelb) in Bezug auf benachbarte Areale des Frontalpols (Fp1 (Bludau et al. 2014)), des posterioren
DLPFC (8d1, 8d2, 8v1 und 8v2 (Amunts et al. 2022)) und der Broca-Region (44 und 45 (Amunts et al.
2004)). Die neu identifizierten Areale sind vom noch nicht kartierten prafrontalen Cortexbereich GapMap
Frontal-I (hellgriin) umgeben.

3.7 Dreidimensionale Arealrekonstruktion im BigBrain

Die mit Hilfe des Deep-Learning-basierte Brain-Mapping-Tools rekonstruierten
3D-Karten der Areale im BigBrain bieten einen detaillierten Einblick in die Topographie
in einer vollstandigen Serie histologischer Schnitte (Abb. 22). Alle generierten

kortikalen Karten (Schiffer et al. 2022d, Schiffer et al. 2022c, Schiffer et al. 2022b,
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Schiffer et al. 2022a) sowie die zugehdérigen Referenzannotationen (Bruno et al. 2022i,
Bruno et al. 2022h, Bruno et al. 2022g, Bruno et al. 2022f) wurden Uber EBRAINS
Knowledge Graph (https:/kq.ebrains.eu/) veroffentlicht.

sagittal coronal
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ventral

links coronal rechts

Rl sz Il o :

Abb. 22 Dreidimensionale Rekonstruktion der neuen Areale im BigBrain

Dargestellt ist die 3D-Rekonstruktion der neuen Areale sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 der rechten
Hemisphare des BigBrain (A), sowie beider Hemispharen in der koronalen Schnittebene (B). Dadurch
wird die spezifische Lage der einzelnen Areale in der komplexen Sulcusstruktur des anterioren DLPFC
sichtbar.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden vier zytoarchitektonisch unterschiedliche Areale, sfs1, sfs2,
mfg1 und mfg2 im humanen anterioren DLPFC identifiziert und analysiert. Dazu
wurden zehn postmortale Gehirne mit einer Beobachter-unabhangigen, statistisch
reproduzierbaren, zytoarchitektonischen Methode kartiert. Die hier vorliegenden Daten
zeigten eine feinere Parzellierung des anterioren DLPFC als bisher angenommen
wurde. Aus diesem Grund wurde eine neue Nomenklatur flr die Areale eingeflhrt.
Damit konnten auch Annahmen (ber die Ubereinstimmung mit friiheren
Klassifikationen vermieden werden. Die neuen Areale zeigten eine deutliche
interindividuelle Variabilitdt in ihrer 3D-Lokalisation und Ausdehnung. Sie
unterschieden sich auch in ihrer Beziehung zu den vorhandenen Sulci und Gyri im
DLPFC von Gehirn zu Gehirn. Diese Varianz wurde durch zytoarchitektonische
3D-Wahrscheinlichkeitskarten sowohl im MNI Colin27 als auch im ICBM152casym
erfasst. Mit Hilfe dieser Wahrscheinlichkeitskarten kann die funktionelle Integration
dieser Hirnregion weiter untersucht werden, da sie einen direkten Vergleich mit den
Ergebnissen von in-vivo Bildgebungsstudien ermoglichen. Teile der folgenden

Diskussion wurden bereits in Bruno et al. (2022) beschrieben.

4.1 Bedeutung der neuen Karten fur die Gliederung des
DLPFC und Beziehung zur Funktion

Die Kartierung des menschlichen DLPFC ist aufgrund seiner komplexen
Sulcusstruktur, die sich von Gehirn zu Gehirn stark unterscheidet, eine grofRe
Herausforderung. Insbesondere der mfs weist eine groRe interindividuelle und
interhemispharische Varianz auf (Ono et al. 1990). Diese variablen Sulcusmuster
beeinflussen auch die makroanatomische Lokalisation der zytoarchitektonischen
Areale. So befand sich das Areal mfg2 entweder im mfs oder in der kaudalen
Verlangerung des fms, wenn kein mfs vorhanden war. Dies war unter anderem in der
rechten Hemisphare des Gehirns BO5 der Fall (Abb. 7).

Diese makroanatomische Diversitat kann dazu beigetragen haben, dass frihere
Anatomen die Sulci, insbesondere den mfs, unterschiedlich definiert haben. Historisch
gesehen definierte Eberstaller den klassischen mfs, wobei jedoch kleinere posteriore
Komponenten des Sulcus unbeschrieben blieben (Eberstaller 1890). In neueren

Klassifikationen wird der mfs in eine posteriore (pmfs, posterior middle frontal sulcus)
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und eine anteriore (imfs, intermediate frontal sulcus) Komponente unterteilt (Petrides
2019, Miller et al. 2021b). Die anteriore Komponente kann weiter in eine horizontale
(imfs-h) und eine vertikale (imfs-v) Struktur gegliedert werden (Miller et al. 2021b).
Diese beiden Anteile entsprechen der klassischen Definition des mfs von Eberstaller
(1890). Miller et al. stellten die Theorie auf, dass diese sogenannten tertiaren Sulci als
Orientierungspunkte im PFC dienen konnen, um funktionelle Merkmale mit
mikrostrukturellen Gegebenheiten zu verknipfen (Miller et al. 2021a, Miller et al.
2021b). Der Ansatz, Sulci als makroskopische Landmarken zu verwenden, um dem
hohen Grad an Interindividualitat zu bewaltigen, findet sich auch in der automatisierten
Parzellierungsmethode, welche die Cortexfaltungen in Substrukturen, sogenannte
Sulcusbecken (sulcal basins), unterteilt (Lohmann und von Cramon 2000). Fur die
korrekte makroanatomische Zuordnung, eine einheitliche Definition, sowie die
Registrierung von MRT-Daten kdonnen diese Neuerungen sehr hilfreich sein. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzen jedoch die Auffassung, dass
zytoarchitektonische Grenzen nicht ausschlieBlich anhand makroanatomischer
Landmarken definiert werden kdnnen (Amunts und Zilles 2015), da der DLPFC eine
hohe Varianz in der Sulcusstruktur und deren Beziehung zu kortikalen Arealen
aufweist (Abb. 7 und Abb. 8).

Die Integration der Wahrscheinlichkeitskarten der neu identifizierten Areale sfs1, sfs2,
mfg1 und mfg2 in den multimodalen Julich-Brain Atlas ermdglicht einen direkten
Vergleich mit den Ergebnissen funktioneller  Bildgebungsstudien und
Konnektivitatsanalysen. So kdnnen in Zukunft die vielfaltigen Funktionen des PFC mit
den zugrundeliegenden mikrostrukturellen Korrelaten weiter erforscht und verknupft
werden. Dies kann zur Klarung der immer noch kontrovers diskutierten funktionellen
Organisationsstruktur des PFC beitragen (Stuss 2011, Cieslik et al. 2013, Reid et al.
2016). Erst kurzlich haben Friedman und Robbins das Konzept der kognitiven
Kontrolle diskutiert, in dem der PFC sowohl als funktionelle Einheit als auch durch
singulare Elemente agiert (Friedman und Robbins 2022). Stuss postulierte funktionelle
Kategorien des PFC (Stuss 2011), die weitgehend mit friheren Modellen
Ubereinstimmen, die den PFC entlang einer dorsal-ventralen Achse einteilen (Petrides
2005, O'Reilly 2010). Neuere Studien scheinen diese achsenorientierte Organisation
zu unterstutzen (Cieslik et al. 2013, Glasser et al. 2016a, Nee und D'Esposito 2016,
Reid et al. 2016, Jung et al. 2022). So wurde der DLPFC in der multimodalen

Parzellierungsstudie anhand von Konnektivitats-, Mikrostruktur- und
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Funktionsanalysen in anteriore und posteriore Areale unterteilt (Glasser et al. 2016a).
Auch Cieslik et al. gliederten den rechten DLPFC in anterior-ventrale und
posterior-dorsale Untereinheiten, indem sie Koaktivierungsmuster aus verschiedenen
Bildgebungsstudien verglichen (Cieslik et al. 2013). Wahrend beide Untereinheiten an
spezifischen neuronalen Netzwerken beteiligt waren, schien nur die anteriore Region
mit Aufmerksamkeit und Handlungshemmung assoziiert zu sein. Aufgaben, die
Konfliktldsung beinhalteten, wie z. B. der Stroop Test und der Go/No-Go Test,
aktivierten ebenfalls das anteriore Netzwerk. Das anteriore Cluster
(MNI-Koordinaten: x = 30, y = 43 und z = 23) konnte sogar noch weiter in ein kaudales
und ein rostrales Subcluster zerlegt werden (Cieslik et al. 2013). Der Vergleich der neu
identifizierten DLPFC-Areale mit den MNI-Koordinaten dieses anterioren Subclusters
zeigt eine weitgehende Uberlappung mit den Arealen sfs1 und sfs2 (Bruno et al.
2022a). Dieses Beispiel veranschaulicht die Moglichkeit, mikrostrukturelle Karten mit

funktionalen Parzellierungsschemata zu verknupfen.

Die neuen Karten ermdglichen auch eine genauere Abgrenzung des DLPFC vom
Frontalpol. Der Frontalpol ist an vielen h6heren mentalen Funktionen beteiligt, wie z. B.
der emotionalen Kontrolle, der sozialen Kognition und insbesondere der Planung und
Organisation anstehender Handlungen (Forbes und Grafman 2010, Boschin et al.
2015, Mansouri et al. 2017). Eine wichtige Grundlage fur diese hdheren kognitiven
Funktionen sind die beiden Gedachtnisdomanen: Das episodische Gedachtnis und
das Arbeitsgedachtnis (Goel und Grafman 2000, Christoff und Gabrieli 2013,
Minamoto et al. 2015). Die Parzellierung und die Funktionen des rostrolateralen Teils
des PFC sind in letzter Zeit Gegenstand verschiedener Theorien und empirischer
Studien geworden (Burgess et al. 2007, Christoff und Gabrieli 2013, Moayedi et al.
2015, Nee und D'Esposito 2016, Koch et al. 2018). Die Schwierigkeit bei der
Uberpriifung von Theorien zur Funktion und Rekrutierung dieser Hirnregion liegt in der
unscharfen Abgrenzung, da klare Orientierungspunkte und Grenzen fehlen. Der
rostrolaterale Teil des PFC wird in der Literatur meist als ein lateraler Teil von BA10
definiert, obwohl es eine aktuellere Parzellierung dieser Hirnregion gibt, die als Fp1
(Bludau et al. 2014) bezeichnet wird. Da das Frontalpolareal Fp1 strukturell von den
DLPFC-Arealen unterschieden werden konnte, ist zu vermuten, dass auch die
funktionellen Spezialisierungen der Areale unterschiedlich sind. So hat die Re-Analyse
der MNI-Koordinaten einiger Neuroimaging-Studien gezeigt, dass Aktivierungen, die

ursprunglich dem frontopolaren Kortex zugeschrieben und daher als BA10 definiert
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wurden, eher in den neu definierten DLPFC-Arealen lokalisiert sind (Prabhakaran et
al. 1997, Koechlin et al. 1999, Burgess et al. 2001, Wager et al. 2005, Chevrier et al.
2015, Shafritz et al. 2015, Crane et al. 2016). Vor allem die Aktivierungen, die bei den
Untersuchungen der beiden oben genannten Gedachtnisdomanen gefunden wurden
scheinen eher im Areal mfg2 als in BA10 zu liegen (Cohen et al. 1994, Buckner et al.
1995, Rugg et al. 1996, Schacter et al. 1996, Smith et al. 1996, Jonides et al. 1997,
Rugg et al. 1997, Rugg et al. 1998, Goikolea et al. 2019). In Bezug auf das
Arbeitsgedachtnis, das vor allem mit n-back Aufgaben untersucht wurde, sind dies
unter anderem die Studien von Cohen et al. (1994), Smith et al. (1996), Jonides et al.
(1997) und Goikolea et al. (2019). Studien zum episodischen Gedachtnis, die
Aktivierungen im Areal mfg2 zeigen, lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Aufgaben,
die die Bewertung extern generierter Informationen (Rugg et al. 1996, Rugg et al.
1997) oder intern generierter Informationen (Buckner et al. 1995, Schacter et al. 1996,
Rugg et al. 1998) erfordern. Als ein weiteres Beispiel kann die Parzellierungsstudie
von Sallet et al. zur strukturellen Konnektivitat genannt werden (Sallet et al. 2013). Das
hier beschriebene anterior-laterale Cluster (MNI-Koordinaten x =31, y =48, z=11)
wurde der Frontalpolregion 10 zugeordnet, obwohl es aufgrund seiner ventralen
Ausdehnung eher dem neu identifizierten Areal mfg2 entspricht.

Dies zeigt, dass zukUlnftige Studien zu strukturell-funktionellen Beziehungen von den
hier durchgefuhrten Kartierungsarbeiten profitieren kdénnen. Fir die Einordnung
funktioneller Aktivierungsmuster konnen nun mikroanatomische Korrelate identifiziert
werden, die durch die neuen zytoarchitektonischen Wahrscheinlichkeitskarten

bereitgestellt werden.

Die Karten der neuen Areale sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 sind Uber den vielschichtigen
HBP Atlas als Teil der Forschungsinfrastruktur EBRAINS  unter

https://ebrains.eu/service/human-brain-atlas/ frei zuganglich. Dieser Atlas verbindet

die verschiedenen Facetten der Hirnorganisation, wie Struktur (Amunts et al. 2020),
Funktion (Dadi et al. 2020) und Konnektivitat (Guevara et al. 2017). Die fein
aufgelosten Atlanten funktioneller Module (DiFuMo), die 64 bis 1024 funktionelle
Netzwerke umfassen, wurden beispielsweise aus Millionen von Signalen aus
funktionellen MRT-Studien von Dadi et al extrahiert und zusammengefasst. Der
Vergleich dieses DiFuMo-Atlas mit den hier erhobenen Daten zeigt die potentielle
Anwendbarkeit der neuen Karten. So konnten die Domanen des hochstaufgelosten

Modulatlas mit 1024 Komponenten den vier DLPFC-Arealen zugeordnet werden
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(Bruno et al. 2022a). Das Areal sfs1 scheint der Komponente 994 (x = -23, y = 54,
z=19), sfs2 der Komponente 834 (x =-30, y = 49, z = 20), mfg1 der Komponente 428
(x=-39, y=46, z=23) und mfg2 der Komponente 844 (x=-29, y=53, z=8) zu
entsprechen (Dadi et al. 2020). Dies unterstutzt die Hypothese, dass die identifizierten

kortikalen Areale eng mit spezifischen funktionellen Netzwerken verbunden sind.

4.2 Vergleich der neuen Karten mit friheren Hirnkarten

Funktionelle Parzellierungen deuten auf eine grol3ere Heterogenitat des DLPFC hin,
als frihere zytoarchitektonische Karten vermuten lielen. So wurde der gesamte
DLPFC friher in zwei (Brodmann 1909, Sarkissov et al. 1955) oder maximal vier
Areale (von Economo und Koskinas 1925, Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a,
Petrides und Pandya 1999) gegliedert. Die Unterteilung in die zwei Areale 9 und 46
zeigte jedoch unterschiedliche Arealausdehnungen und Nachbarschaften zwischen
friheren Karten (Brodmann 1909, von Economo und Koskinas 1925, Sarkissov et al.
1955). Spater definieten Rajkowska und Goldman-Rakic sogenannte
Ubergangsareale, wie 9-46, die zytoarchitektonische Merkmale der beiden
benachbarten Areale 9 und 46 aufwiesen (Rajkowska und Goldman-Rakic 1995b,
Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a). Sie erganzten ihre mikroskopischen
Beobachtungen durch morphometrische Daten anhand quantitativer Kriterien, wie der
Somagrofle, kortikale und laminare Dicke und lieferten damit eine erste objektive
Parzellierung des DLPFC. Der Vergleich der neuen Areale (Bruno et al. 2022a)
konzentriert sich daher vor allem auf die Karte von Rajkowska und Goldman-Rakic.

Rajkowska und Goldman-Rakic definierten Areal 9 hauptsachlich auf dem SFG. Die
Pyramidenschichten Ill und V von Areal 9 konnten unterteilt werden, wobei die grof3en
Pyramidenzellen in der unteren Schicht Illc und in der oberen Schicht Va zu finden
waren. Typisch war eine schlecht entwickelte Schicht IV mit locker gepackten
Kdrnerzellen und eine unscharfe Rindenmarkgrenze. Im Gegensatz dazu wies Areal
46 homogen grof3e und kompakt angeordnete Zellen auf, insbesondere in Schicht III.
Es zeigte eine ausgepragte Schicht IV und eine dicke, unterteilbare Schicht VI und
befand sich sowohl an der Oberflache des MFG, als auch in der Tiefe des mfs
(Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a). Die zytoarchitektonischen Definitionen
entsprechen denen von Petrides und Pandya (1999). Vergleicht man diese
zytoarchitektonischen Beschreibungen von Areal 46 mit den vier identifizierten

Arealen, so zeigt sich eine hohe Ubereinstimmung fir die Areale sfs1 und mfg2. Beide
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Areale zeigten eine prominente Schicht IV mit dicht gepackten Zellen und ein eher
homogenes Erscheinungsbild mit kompakt angeordneten, relativ gleich grol3en Zellen,
insbesondere in Schicht Ill. Im Gegensatz zu Rajkowska und Goldman-Rakic konnte
Schicht VI im Falle des Areals sfs1 nicht konsistent unterteilt werden. Aufl3erdem
befand sich das Areal sfs1 in der Tiefe des sfs und nicht an der Oberflache des MFG
oder innerhalb des mfs. Die von Rajkowska und Goldman-Rakic beschriebene
sindividuelle Varianz [...] in der Struktur des Areals 46]“ (Rajkowska und Goldmann-
Rakic 19953, S. 310) deutet daher eher auf die Existenz verschiedener Areale hin, wie
sie auch in dieser Arbeit identifiziert werden konnten (Bruno et al. 2022a). Mit Hilfe der
Beobachter-unabhangigen Kartierungsmethode konnten in der als zuvor als Areal 46
definierten Region (Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a) zwei zytoarchitektonisch
unterschiedliche Areale sfs1 und mfg2 identifiziert werden. Areal sfs1 wies im
Vergleich zu mfg2 eine hohere Zelldichte in Schicht Il und eine weniger stark
ausgepragte Schicht IV auf. Ebenso waren die Pyramidenzellen in Schicht V
kompakter und gréfRer als in Areal mfg2.

Ahnlich wie das urspriinglich beschriebene Areal 46 (Rajkowska und Goldman-Rakic
1995a) lag mfg1 auf der Oberflache des MFG. Es zeigte eine gut sichtbare Schicht IV
und prominente, unterteilbare infragranulare Schichten V und VI. In Schicht Il
herrschte ein ZelllgréRengradient mit groReren Pyramidenzellen in der tieferen Schicht
lllc. Die von Rajkowska und Goldman-Rakic definierten Areale 9 und 46 entsprechen
nicht dieser zytoarchitektonischen Beschreibung. Die mikrostrukturellen Merkmale von
Areal mfg1 ahneln jedoch der Beschreibung des dorsalen Teils von Areal 9/46 (9/46d)
(Petrides und Pandya 1999, Petrides et al. 2012). Petrides und Pandya definierten das
Areal 9/46 als den Bereich auf dem MFG, der zuvor als Areal 9 beschrieben wurde
(z. B. von Brodmann und Sarkissov et al.), zytoarchitektonisch aber eher Areal 46
ahnelte. Typisch fur das Areal 9/46d waren grof3e Pyramidenzellen in der tieferen
Schicht lllc, eine ausgepragte Schicht IV und mittelgroRe Pyramidenzellen in Schicht
V. Die Zellen der multiformen Schicht befanden sich hauptsachlich in der oberen
Schicht Vla, wahrend Schicht Vb zellarm und blass erschien (Petrides und Pandya
1999). Alle diese Kriterien stimmen mit der vorliegenden zytoarchitektonischen
Beschreibung von mfg1 Uberein. Die lokale Ausdehnung des Areals mfg1 ist jedoch
deutlich geringer als die des Areals 9/46d, das bis zu den posterioren DLPFC-Areale
8 reicht (Petrides und Pandya 1999).
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Im Vergleich zu den Arealen sfs1, mfg1 und mfg2 erscheint eine eindeutige Zuordnung
des Areals sfs2 zu den fruheren Arealdefinitionen nicht moglich. Einige
zytoarchitektonische Merkmale wie ein Zellgrofiengradient in Schicht Il und eine
unscharfe Schicht IV stimmen mit der Beschreibung von Areal 9 Uberein (Rajkowska
und Goldman-Rakic 1995a). In der vorliegenden zytoarchitektonischen Studie konnten
jedoch keine zelldichte Schicht Il und keine sehr grol3en Pyramidenzellen in der oberen
Schicht Va in Areal sfs2 identifiziert werden, wie sie fur das Areal 9 beschrieben
wurden (Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a, Petrides und Pandya 1999). Da das
von Rajkowska und Goldman-Rakic beschriebene Areal 9 eine gro3e Ausdehnung hat
und "[einige Variationen im grundlegenden zytoarchitektonischen Muster des Areals 9
oft in der rostrokaudalen Achse evident waren]" (Rajkowska und Goldman-Rakic 1995,
S.309), ist es wahrscheinlich, dass es nicht ,ein“ Areal 9 in der urspringlich
beschriebenen Form gibt, sondern dass mehrere eigenstandige Areale (wie das hier
identifizierte Areal sfs2) in dieser Region existieren (Bruno et al. 2022a).

Die in dieser Arbeit neu definierten Areale sowie die Abgrenzung benachbarter Areale
zeigen, dass die bisherige, relativ einfache Unterteilung des menschlichen DLPFC in
die beiden Areale 9 und 46 als unzureichend erscheint. Die mikroanatomischen Karten
mussen erganzt werden, um die funktionelle Parzellierung adaquat wiederzugeben.
Die verbliebenden unkartierten Bereiche des PFC werden derzeit als GapMap
Frontal-l zusammengefasst (Amunts et al. 2020) und sind Gegenstand aktueller

Kartierungsstudien.

4.3 Geschlechterunterschiede

In der vorliegenden Arbeit gab hinsichtlich der meisten analysierten Parameter wie der
Zytoarchitektur (z. B. mittlere GLI-Profile und mikrostrukturelle Merkmale) und der
Lokalisation der DLPFC-Areale es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gehirnen von Mannern und Frauen. Dies deutet auf eine identische Zytoarchitektur
und damit verbundene Funktion der Areale hin. Interessanterweise wurden jedoch in
den Gehirnen von Frauen trotz ihres geringeren Gesamthirnvolumens groliere
absolute Arealvolumina im Vergleich zu den Gehirnen von Mannern beobachtet.
Dartber hinaus =zeigten die anterioren DLPFC-Areale statistisch signifikante
geschlechtsspezifische Unterschiede zugunsten der Gehirne weiblicher Personen. In
den meisten bisher publizierten zytoarchitektonischen Arealen konnten keine

geschlechtsspezifischen Unterschiede im Arealvolumens beobachtet werden (Bludau
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et al. 2014, Malikovic et al. 2016, Richter et al. 2019, Wojtasik et al. 2020, Zachlod et
al. 2020). Geschlechtsspezifische Unterschiede (z. B. Volumen oder Oberflache)
wurden jedoch flr gewisse Hirnregionen, wie der Broca-Region (Amunts et al. 1999)
und den visuellen Cortex (Amunts et al. 2007) beschrieben. Die Arealvolumina des
menschlichen DLPFC wurden in zytoarchitektonischen Studien bisher nicht im Hinblick
auf Geschlechtsunterschiede analysiert (Rajkowska und Goldman-Rakic 1995b,
Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a). Die hier vorliegenden Daten zu
volumetrischen Geschlechtsunterschieden der anterioren DLPFC-Areale zugunsten
der Frauen (Bruno et al. 2022a) erweitern somit die bisherigen Studien.

Auf makroskopischer Ebene gibt es jedoch Hinweise auf Geschlechtsunterschiede.
Manner wiesen vor allem ein groReres Gesamtvolumen des Gehirns sowie ein
grolkeres Volumen der grauen Substanz und der weillen Substanz auf, aber auch bei
Frauen waren gewisse Hirnregionen wie der frontoparietale Cortex grof3er (Ide et al.
1996, Giedd et al. 2012, Ruigrok et al. 2014, Ritchie et al. 2018, Lotze et al. 2019).
Ruigrok et al. berichteten, dass gréfiere Volumina bei Frauen meist im PFC gefunden
wurden, z. B. grol3ere kortikale Volumina des MFG und des Frontalpols. Es zeigte sich
auch eine hemispharische Asymmetrie der Volumenunterschiede zugunsten der
rechten Hemisphare (Ruigrok et al. 2014). Diese Metaanalyse stimmt mit den
Beobachtungen der vorliegenden Arbeit Uberein. Die Volumina der anterioren
DLPFC-Areale waren bei Frauen teilweise grofler, insbesondere mit einer Tendenz
zur rechten Hemisphare. Laterale Asymmetrien im menschlichen Gehirn treten bei
beiden Geschlechtern auf, wobei das kortikale Gesamtvolumen der linken Hemisphare
in der Regel kleiner ist als das der rechten Hemisphare (Zilles 1972). In einigen
Hirnregionen wurden gréRere Volumina in der linken Hemisphare beobachtet, z. B. im
cingularen Cortex (Wang et al. 2007), im Planum temporale (Galaburda et al. 1978),
im anterioren cingularen Cortex (Huster et al. 2007), im zentralen Sulcus (Cykowski et
al. 2008) und im inferioren frontalen Gyrus (Amunts et al. 1999, Amunts et al. 2003).
Eine Lateralisierung zugunsten der rechten Hemisphare wurde nur in einigen Studien
beobachtet (Murphy et al. 1987, Amunts et al. 2007), wobei der rechte Frontallappen
groBer zu sein scheint als der linke (Toga et al. 2009). Diese Tatsache konnte zum
beobachteten Trend der geschlechtsspezifischen Volumenunterschiede der
DLPFC-Areale zugunsten der rechten Hemisphare beigetragen haben (Bruno et al.
2022a).
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Inwieweit sich diese strukturellen Unterschiede sich auf die Funktion auswirken, ist
noch nicht abschlieRend geklart. Es gibt Hinweise darauf, dass Manner und Frauen
bei der Bearbeitung von Aufgaben unterschiedliche Strategien anwenden (Boghi et al.
2006, Li et al. 2006, Christakou et al. 2009, Rubia et al. 2013, Yuan et al. 2019).
Mehrere Studien zeigen bei Frauen eine hohere Aktivierung im Frontallappen bei
verbalen Aufgaben, Aufmerksamkeitsaufgaben, Gedachtnisaufgaben und kognitiven
Schaltaufgaben (Fenson et al. 1994, Kramer et al. 1997, Bell et al. 2006, Christakou
et al. 2009, Rubia et al. 2010). Auch bei Aufgaben, die soziale Fahigkeiten wie
Empathie und Sensibilitat fur Gesichtsausdricke erfordern, schnitten Frauen besser
ab (Dunn et al. 1991, Baron-Cohen 2002). Dagegen erzielten Manner bessere
Ergebnisse bei Konstruktionsaufgaben und bei Aktivitaten, die rdumliches Lernen und
raumliche Kognition beinhalten (Geary et al. 2000, Saucier et al. 2002, Voyer et al.
2007). Die in dieser zytoarchitektonischen Studie beobachteten gro3eren Volumina
der anterioren DLPFC-Areale bei Frauen konnten einen Teil dieser
geschlechtsspezifischen Verhaltensunterschiede widerspiegeln, genauere
Auswirkungen mussen jedoch durch zukunftige Forschung geklart werden.

Abschliefend muss die Anzahl der untersuchten Gehirne in der vorliegenden
systematischen Kartierungsarbeit als Einschrankung genannt werden, insbesondere
im Vergleich zu bildgebenden Studien. Die erstellten Karten bieten eine hohe
raumliche Auflésung, sind aber arbeits- und zeitintensiv, was die Stichprobengrolle
einschrankt. Moglicherweise konnten bei der statistischen Auswertung bestimmte
interhemispharische, areal- und/oder geschlechtsspezifische Unterschiede aufgrund

der grofl3en Varianz zwischen den einzelnen Gehirnen nicht aufgedeckt werden.

4.4 Schlussfolgerungen

Um die Rolle des DLPFC und seine Funktionen besser zu verstehen, missen
mikrostrukturelle Korrelate untersucht werden. Angesichts der hohen interindividuellen
Variabilitat dieser Hirnregion stellt diese Forschung eine Herausforderung dar. Die
vorliegende Studie identifizierte vier neue Areale im anterioren DLPFC und liefert
zytoarchitektonische, probabilistische Karten im 3D-Raum, die auf der Bildanalyse
serieller histologischer Schnitte basieren. Die neuen Areale (sfs1, sfs2, mfg1 und
mfg2) im anterioren sfs und auf dem MFG liefern mikrostrukturelle Einblicke in eine
Region, die zwischen den bisher definierten Arealen BA9 und BA46 liegt. Die Analyse

der Arealvolumina ergab geschlechtsspezifische Unterschiede zugunsten der Gehirne
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weiblicher Individuen. Die neuen Arealkarten sind in das Julich-Brain integriert und
stehen der Forschungsgemeinschaft offentlich zur Verfugung (DOI: (10.25493/89ZF -
PF7 far sfs1), (10.25493/PRBE-DG fir sfs2), (10.25493/CEYF-5QT fur mfg1) und
(10.25493/TZ299-8JX flr mfg2)). Die 3D-rekonstruierten Wahrscheinlichkeitskarten
veranschaulichen die Varianz der Lage der neuen DLPFC-Areale in Bezug auf das
komplexe PFC-Sulcusmuster zwischen den einzelnen Gehirnen. Die Integration der
Karten in den HBP Atlas ermdglicht einen direkten Vergleich mit Ergebnissen aus
anderen Studien, die unter anderem die Faserbahnarchitektur (Guevara et al. 2017)
und funktionelle Module (Dadi et al. 2020) des Gehirns untersucht haben.
Zusammenfassend bieten die neuen detaillierten, mikroskopisch fundierten Karten des
anterioren DLPFC eine verbesserte anatomische Grundlage fur die Interpretation und
den Vergleich mit funktionellen Bildgebungsdaten (z. B. Uber die Anatomy Toolbox
(Eickhoff et al. 2005, Eickhoff et al. 2007), BigBrainWarp toolbox (Paquola et al. 2021),
oder die siibra toolbox (Dickscheid 2021)) und stellen einen zuverlassigen
Ausgangspunkt fir Konnektivitatsanalysen (Eickhoff et al. 2018, Jung et al. 2022) dar.
Sie konnen auch klinische Aktivitdten im Zusammenhang mit pathologischen
Befunden im Gehirn und topographischen Interpretationen unterstitzen. Weiterhin
ermdoglichen die hochaufgelosten Karten neue Einblicke in das Organisationsprinzip
des PFC und liefern damit einen weiteren Baustein zur zukinftigen Aufklarung dieser

komplexen Hirnregion.

4.5 Ausblick

Diese Arbeit zeigt, dass sich der DLPFC mikroanatomisch wesentlich feiner unterteilt
werden kann, als dies in friheren Hirnkarten dargestellt wurde. Dies deutete sich
bereits in multimodalen und MRT-basierten Parzellierungen an (Goulas et al. 2012,
Fan et al. 2016, Glasser et al. 2016a, Jung et al. 2022). Vorlaufige
Forschungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe =zeigen, dass neben den vier
posterioren (8d1, 8d2, 8v1 und 8v2 (Amunts et al. 2022)) und den hier vorliegenden
vier anterioren DLPFC-Arealen (sfs1, sfs2, mfg1 und mfg2 (Bruno et al. 2022a)
mindestens sechs weitere, zytoarchitektonisch-abgrenzbare Areale (sfg2, sfg3, sfg4,
mfg3, mfg4 und mfg5 (unverdffentlichte Daten)) im DLPFC zu finden sind (Abb. 23).
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Abb. 23 Vorlaufige Kartierung des DLPFC

Lateralansicht beider Hemispharen des MNI Colin27 (Amunts et al. 2022) in smooth-white matter
Darstellung zeigen die vorldufigen Arealabgrenzungen (gestrichelte Linien) im prafrontalen
Cortexbereich GapMap Frontal-I (hellgrin).

Diese lassen sich in Sulcus- und Oberflachenareale und anhand ihrer spezifischen
GLI-Profile in verschiedene Gruppen unterteilen. Eine erste, vorlaufige hierarchische
Clusteranalyse zeigt eine héhere zytoarchitektonische Ahnlichkeit innerhalb der neuen
und anterioren DLPFC-Areale. Im Vergleich dazu lassen sich die benachbarten Areale
des Frontalpols Fp1 und Fp2 (Bludau et al. 2014), die Areale 44 und 45 der Broca-
Region (Amunts et al. 1999) und die posterioren DLPFC-Areale 8d1, 8d2, 8v1 und 8v2
(Amunts et al. 2022) klar abgrenzen. Ein Cluster wird durch die Sulcusareale sfs2
(aufsteigender Arm des sfs), sfg3 (absteigender Arm des sfs) und mfg5 (Uberwiegend
im ifs) gebildet, die zytoarchitektonisch dem friher definierten BA9 (Brodmann 1909)
mit unscharfer Schicht IV und gro3en Pyramidenzellen in den Schicht Ilic &hneln. Im
Areal sfg3 ist die Schicht V jedoch unterteilbar, mit einer zellarmen Schicht Vb,
wahrend mfg5 eine einschichtige Schicht V aufweist. Das Areal sfg4, das
hauptsachlich auf dem SFG und teilweise im sfs liegt, gruppiert sich mit dem Areal
mfg4, das Uberwiegend auf dem MFG und im mfs liegt. Beide Areale weisen sowohl
Merkmale von BA9, wie grof3e Pyramidenzellen in den Schichten Il und V, als auch
von BA46, wie eine abgrenzbare Schicht IV, auf. Damit scheinen sie dem friher
beschriebenen Ubergangsareal 9-46 zu entsprechen (Rajkowska und Goldman-Rakic
1995a). Unsere Arbeitsgruppe hat jedoch beide Areale aufgrund ihrer
charakteristischen Zytoarchitektur als eigenstandige Areale definiert. Das Areal sfg4

95



zeigt unter anderem eine eher strahlige Schichtung, wahrend das Areal mfg4 eher
diffuse Schichtubergange aufweist. Innerhalb der DLPFC-Areale zeigen die
Gyrusoberflachenareale mfg1 und sfg2 die grolte zytoarchitektonische Dissimilaritat.
Das Areal sfg2 befindet sich hauptsachlich auf dem SFG und ist durch eine schmale
Schicht IV und grole Pyramidenzellen gekennzeichnet, die sich vor allem in Schicht
V befinden. Zytoarchitektonisch entspricht es somit mit der Beschreibung von BA9
(Rajkowska und Goldman-Rakic 1995a).

Diese vorlaufigen Ergebnisse zeigen eine feinere mikrostrukturelle Gliederung des
humanen DLPFC als bisher angenommen (Abb. 23). Das vereinfachte Konzept der
kognitiven Kontrolle durch einen "einzigen“ DLPFC muss daher erweitert werden, um
die Heterogenitat dieser Hirnregion besser abbilden zu kdnnen. Da auch eher kleine
Areale eine spezifische funktionelle Einbindung zu haben scheinen (Brass et al. 2005,
Ruland et al. 2022) und Ubereinstimmungen der hier vorliegenden Daten der
anterioren DLPFC-Areale mit dem DiFuMo-Atlas (Dadi et al. 2020) gezeigt werden
konnten, ist davon auszugehen, dass auch die neuen Areale spezifisch in funktionelle
Netzwerke integriert sind. Inwieweit und wie genau funktionelle Spezialisierungen mit
den einzelnen morphologischen DLPFC-Arealen korrelieren ist jedoch noch
Gegenstand aktueller Untersuchungen.
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