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1 ZUSAMMENFASSUNG |

1 Zusammenfassung

Das audio-motorische Integrationssystem bei Fledermédusen besteht aus drei funktionellen Kom-
ponenten. Diese drei Komponenten sind das Horsystem (sensorischen Komponente), das abstei-
gende Vokalisationssystem bzw. andere motorische Systeme fiir Orientierungsbewegungen (motori-
sche Komponenten) und Ubergangsstrukturen bzw. Schnittstellen, die der Ubertragung der akusti-
schen Information auf die motorischen Ausgabesysteme dienen und akustische Riickkopplungsef-
fekte mit vermitteln. Audio-motorische Schnittstellen sind dadurch gekennzeichnet, dass sie weder
einer akustischen noch einer motorischen Funktion direkt zugeordnet werden kdnnen. Vorangegan-
gene Untersuchungen zeigten, dass die pritektale Region (AP), am Ubergangsbereich von Di- zu
Mesencephalon lokalisiert, die Voraussetzungen einer moglichen audio-motorischen Schnittstelle
erfullt (Schuller, 1998). Ziel dieser Studie war es, die AP der Fledermaus Phyllostomus discolor auf
die Ausldsbarkeit von Vokalisationen zu untersuchen und physiologische Eigenschaften prétektaler
Neuronen hinsichtlich akustischer Reize und wéhrend der Vokalisation zu charakterisieren. Dies
sollte zum Verstehen und zur Klirung der Einbindung der, vor diesem Hintergrund bislang kaum
untersuchten, AP in audio-motorische bzw. audio-vokale Integrationsnetze beitragen.

Die Lage und Ausdehnung der AP von P. discolor wurde gegeniiber benachbarten Gehirnstrukturen
abgegrenzt. Uber einen Bereich von ca. 580 um rostro-caudaler, ca. 600 um medio-lateraler und ca.
1000 pm dorso-ventraler Ausdehnung konnten in der AP elektrisch Vokalisationen ausgeldst
werden (20-55 pA Auslosestromstéirke). Der am empfindlichsten fiir die Vokalisationsauslosung
differenzierte Bereich (20-30 pA Auslosestromstirke) war im rostro-medianen Teil der AP lokali-
siert und hatte eine rostro-caudale Ausdehnung von ca. 420 pm, eine medio-laterale Ausdehnung
von ca. 400 um und eine dorso-ventrale Ausdehnung von ca. 400 pm. Die elektrisch ausgeldsten
Vokalisationen bestanden aus vier bis fiinf unterscheidbaren Harmonischen und entsprachen in ihrer
spektro-temporalen Zusammensetzung Echoortungsrufen von P. discolor. Mikrodialyse mit Kainin-
sdure, zum Ausschlufl moglicher elektrischer Faserstimulation, im caudalen Ausldsebereich fiihrte
ebenfalls zur Auslosbarkeit oben beschriebener Vokalisationen. Begleitende Tracerstudien zeigten
efferente Projektionen von der AP in den Nucleus ruber, in das pontine Grau und in die contralate-
rale AP. Urspriinge afferenter Projektionen zur AP konnten im Bereich des Cortex, des Colliculus
inferior, des Cerebellums, und des Nucleus ruber charakterisiert werden. Innerhalb der AP konnten

Neuronen durch akustische Reize (aufgenommene Eigenvokalisationen, abwirts frequenzmodu-
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lierte Reize und Reintdne) aktiviert werden. Insgesamt wurde von 63 pritektalen Neuronen abgelei-
tet, wobei drei generelle neuronale Antwortmuster auf akustische Reize charakterisiert werden
konnten. Die abgeleiteten Neuronen antworteten entweder mit einer phasischen Aktivitit, einer
»doppelt-phasischen* Aktivitdt oder einer tonischen Aktivitit auf die prisentierten akustischen
Reize. Von 53 abgeleiteten Neuronen wurden die neuronalen Antworten auf abwirts frequenz-
modulierte und Reintone verglichen. 47 der Neuronen (88,7 %) antworteten sowohl auf Reintone
als auch auf abwirts frequenzmodulierte Reize mit vergleichbarer Aktivitit. Sechs Neuronen
(11,2 %) antworteten ebenfalls auf beide Reizklassen, jedoch mit einer statistisch signifikanten Pré-
ferenz fiir Reintone. Die Abstimmkurven der Neuronen hatten einen V-férmigen Verlauf und zeig-
ten Qo qg-Werte zwischen 4-20. Die Aktivitit von 37 Neuronen wurde auf eine mdgliche Ab-
héngigkeit von der Reizdauer untersucht. Bei allen 37 Neuronen konnten mit Reinténen und / oder
abwirts frequenzmodulierten Reizen unterschiedlicher Dauer Aktivitdtsverdnderungen beobachtet
werden. Insgesamt konnten fiinf neuronale reizdauerabhingige Aktivitdtsverldufe differenziert wer-
den. Der grofite Teil der gemessenen bevorzugten Reizdauern lag in einem Bereich von 2 bis 11 ms.
Auf eine mogliche Aktivierung durch Doppelreize wurden 22 pritektale Neuronen untersucht. Acht
»doppelt-phasisch® und ein phasisch antwortendes Neuron zeigten eindeutige Antworten auf Kom-
binationen von abwiérts frequenzmodulierten Reizen mit bestimmten Interstimulusintervallen. Die
bevorzugten Interstimulusintervalle lagen in einem Bereich von 3,2 bis 9,8 ms. Wéhrend elektrisch
ausgeloster Vokalisationen konnte von 10 prétektalen Neuronen abgeleitet werden. Neun der 10 un-
tersuchten Neuronen zeigten eine tonische Aktivitdt vor der Vokalisation. Ein Neuron zeigte wéh-
rend der Vokalisation eine tonische Aktivitit. Auf akustische Reize allein waren fiinf der 10 Neuro-
nen aktivierbar. Die akustischen Eigenschaften waren dhnlich denen der phasisch bzw. ,,doppelt-
phasisch antwortenden Neuronen. Diese ,,vokalaktiven* und gleichzeitig akustisch aktivierbaren
Neuronen stellen integrative Einheiten dar, die akustische und motorische Informationen zu-
sammenschalten. Die Ergebnisse der Untersuchung der AP von P. discolor mit elektrischer und
pharmakologischer Mikrostimulation, histologischen Methoden und elektrophysiologischen Ab-
leitungen untermauern die Annahme, dass die AP eine audio-motorische Schnittstelle darstellt.
Neben einer Einbindung in audio-vokale Regelkreise konnte die AP an der Vermittlung schneller

Orientierungsbewegung analog zur Vermittlung von Reflexen im visuellen System beteiligt sein
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2 Einleitung

2.1 Audio-motorische Integration

Zur Verhaltenssteuerung miissen permanent Informationen iiber die Sinnessysteme aus der Umwelt
aufgenommen und auf motorische Systeme umgeschaltet werden. Diese Umschaltung wird allge-
mein als senso-motorische Integration bezeichnet. Bei der senso-motorischen Integration kénnen
verschiedene Sinnessysteme gleichzeitig beteiligt sein, die in komplexen Wechselwirkungen zu-
einander auf die Motorik einwirken, wie beispielsweise das vestibulare, das visuelle und pro-
priozeptive System beim aufrechten Stehen (Peterka, 2002). Die senso-motorische Integration ist
kein stereotyper und unverdnderlicher Vorgang, sondern wird durch Riickkopplung aktiv kontrol-
liert, modifiziert und beeinflusst (z.B.: Shipley et al, 1988; Marino et al., 1999; Leonardo &
Konishi, 1999; Peterka, 2002). Sie erfolgt in keinem einzelnen iibergeordneten oder abgegrenzten
Verarbeitungszentrum im Gehirn, sondern findet in verteilten Strukturen auf unterschiedlichen
hierarchischen Ebenen statt (z.B.: Marino et al., 1999; Brainard & Doupe, 2000).

Flederméduse orientieren sich in der Dunkelheit vorwiegend iiber ihr Echoortungssystem, indem sie
die akustische Echoinformationen aus der Umwelt benutzen. Flederméuse passen laufend die Para-
meter ihrer Echoortungslaute an die jeweilige aktuelle Jagdsituation an. Bei Anndherung an ein Ziel
erhohen sie die Rate ihrer Lautaussendungen und verkiirzen zudem die Dauer der Laute (Simmons
et al., 1979). Bestimmte Fledermausarten aus der Familie der Rhinolophiden und Mormoopiden
konnen dartiber hinaus ihre Ruffrequenz absenken, um das vom Ziel zuriickkommende Echo beziig-
lich der Fluggeschwindigkeit in dem fiir die Analyse der Echoortungslaute wichtigen Frequenzbe-
reich zu halten (Doppler-Shift-Kompensation; Schnitzler, 1968). Bewegliche Ohren fixieren wéh-
rend der Jagd bzw. der Echoortungssituation das Ziel im optimalen Fokus. All diese Einstellungen
der verschiedenen Eigenschaften des Echoortungslautes bzw. der akustisch bedingten Orientie-
rungsbewegungen werden iiber vorher oben angesprochene Riickkopplungsmechanismen geregelt.
Dabher stellen Flederméuse ausgezeichnete Objekte zur Untersuchung der senso-motorischen bzw.
hier speziell der audio-motorischen Integration und beteiligter Riickkopplungseffekte dar. Beson-
dere Bedeutung kommt hier den akustisch gesteuerten Verhaltensweisen der Vokalisation zu. Das
audio-motorische bzw. audio-vokale Integrationssystem kann in drei funktionelle Komponenten un-

terteilt werden:
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a. das Horsystem als sensorische Komponente

b. das absteigende Vokalisationssystem und andere motorische Systeme fiir Orientierungs-
bewegungen als motorische Komponente(n)

c. Ubergangsstrukturen, funktionell weder rein sensorisch noch rein motorisch, die der Umschal-
tung der sensorischen auf die motorische Komponente dienen und Riickkopplungseffekte mit

vermitteln.

Die sensorische Komponente, das auditorische System, ist bei Flederméusen sehr gut ausgebildet
und Strukturen der Horbahn sind, im Gegensatz zu nicht echoortenden Séugern, stark vergrofert re-
prasentiert (Neuweiler, 1996). Physiologisch und anatomisch sind die einzelnen Stationen der Hor-
bahn, der Nucleus cochlearis mit weiteren Hirnstammgebieten (zum Uberblick: Vater, 2000), der
Colliculus inferior (zum Uberblick: Schweizer, 1981; Pollak and Park, 1995; Covey & Casseday,
1999) und der Thalamus (zum Uberblick: Wenstrup, 1995) bis hin zum auditorischen Cortex (zum
Uberblick: O'Neill, 1995; Radtke-Schuller, 2001) bei Fledermiusen eingehend charakterisiert und
beschrieben worden.

Die motorische Komponente, speziell das absteigende Vokalisationssystem, ist ebenfalls gut unter-
sucht und besteht aus mehreren funktionellen Unterkomponenten, die fiir die Steuerung des Kehl-
kopfes (Larynx), der Respiration und besonders bei Affen fiir die Ansteuerung supralaryngealer
Strukturen (Jiirgens, 2002) zusténdig sind. Bei Fledermdusen, die ihre Echoortungslaute durch die
Nase aussenden, ist die spektrale und temporale Zusammensetzung der Vokalisation fast aus-
schlieBlich durch den Larynx kontrolliert und supralaryngeale Aktivitdt hat hierauf wenig Einfluss
(Schuller & Radtke-Schuller, 1988). Die laryngeale Ansteuerung lduft bei Fledermiusen wie bei
allen anderen Séugertieren iiber den oberen und unteren Larynxnerv, deren Motorneurone im Nuc-
leus ambiguus lokalisiert sind (Schweizer et al, 1981; Riibsamen & Betz; 1986; Riibsamen &
Schweizer, 1986). Der Nucleus ambiguus erhdlt Projektionen aus dem periaqueduktalen Grau, einer
wichtigen Relaisstation des absteigenden Vokalisationssystems (Huffman & Henson, 1990;
Jirgens, 2002).

Senso-motorische Ubergangstrukturen sind dadurch gekennzeichnet, dass sie direkt weder einer
sensorischen noch einer motorischen Funktion zugeordnet werden kénnen. Vielmehr handelt es sich
um Strukturen, die auf der einen Seite sensorische Eingénge, also im Falle der Fledermaus akusti-
sche, aufweisen und auf der anderen Seite Verbindung zu prdmotorischen bzw. motorischen Gebie-

ten zeigen.
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Um Gehirngebiete, die in die audio-vokale Integration eingebunden sind, zu identifizieren, wurden
mit elektrischer und pharmakologischer Mikrostimulation Bereiche des Mittel- und Zwischenhirns
bei Fledermdusen untersucht. So konnten in den mittleren und tiefen Schichten des Colliculus
superior (SC: Schuller & Radtke-Schuller 1990; Valentine et al., 2002), im tiefen mesencephali-
schen Nucleus (DMN: Schuller & Radtke-Schuller 1990), in der dorsalen und lateralen retikularen
Formation des Mittelhirns (RF: Schuller & Radtke-Schuller 1990), im Nucleus des zentralen akusti-
schen Trakts (NCAT: Behrend & Schuller 2000), im Nucleus des Brachiums des Colliculus inferior
(NBIC: Schuller, 1998), in der paralemniskalen Zone (PLA: Schuller & Radtke-Schuller 1990;
Schuller et al., 1997; Pillat & Schuller, 1998; Fenzl & Schuller, 2002), im periaqueduktalen Grau
(PAG: Fenzl & Schuller, 2002) und in der prétektalen Region (AP: Schuller, 1998) artspezifische
Echoortungslaute ausgeldst werden.

Hieraus kann auf eine Einbindung bzw. Einflussnahme dieser Gebiete im absteigenden Voka-
lisationssystem der Fledermaus geschlossen werden. Durch Tracerexperimente konnten bei einem
Teil dieser Gebiete direkte Afferenzen aus akustischen Strukturen nachgewiesen werden, so z.B. im
SC (Huffman & Henson, 1990), im NCAT (Behrend & Schuller, 2000) und in der AP (Schuller,
1998). Indirekte akustische Afferenzen, d.h. Afferenzen aus einem der akustischen Struktur nachge-
schalteten Gebiet, konnten im paralemniskalen Areal (Schuller et al., 1997) gezeigt werden.

Bei der Fledermaus R. rouxi wurden einige der Gebiete funktionell und physiologisch im Zu-
sammenhang mit der Doppler-Shift-Kompensation (DSC), einem sehr guten Beispiel fiir einen
akustischen Riickkopplungseffekt, untersucht. So zeigten elektrophysiologische Ableitungen an
Neuronen der PLA wihrend aktiver Vokalisation neuronale Aktivitit, die von den Parametern der
Vokalisation abhingig waren. Die PLA schien eine wichtige Struktur bei der Vermittlung der DSC
darzustellen (Metzner, 1989; Metzner 1993). Andererseits zeigte eine funktionelle Lisionsstudie in
diesem Gebiet, dass auch bei beidseitiger Zerstorung der PLA die Fahigkeit zur DSC erhalten blieb
(Pillat & Schuller, 1998). Elektrophysiologische Ableitungen im NCAT zeigten, dass hier die Neu-
ronen sehr scharfe Abstimmkurven aufwiesen und beste Frequenzen knapp iiberhalb der Ruhefre-
quenz der Fledermaus, die der Hauptkomponente des Echoortungslautes entspricht, aufwiesen. Ein-
seitige Zerstorung durch elektrische Lasionen des NCAT fiihrten zu einer Verminderung der Prézi-
sion der DSC (Behrend & Schuller, 2000). Im NBIC erzeugten beidseitige Lisionen einen Ausfall
der DSC, wihrend die Ruhefrequenz, also die normale Ruffrequenz der Fledermaus im stationdren

Zustand, dagegen nicht beeinflusst wurde (Schuller, 1998).
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2.2 Die pritektale Region

Die pritektale Region (AP) ist am Ubergang von Di- zu Mesencephalon lokalisiert und bildet zu-
sammen mit der Epiphyse und den Habenulae den Epithalamus (Trepel, 1999). Anatomisch kann
die AP in mehrere Unterkerne unterteilt werden, wobei die Anzahl der Unterkerne in der Literatur
variiert. So konnten bei der Ratte mit dem anterioren prétektalen Kern (APT), dem olivdren pri-
tektalen Kern (OPT), dem posterioren pritektalen Kern (PPT) und dem Nucleus des optischen
Traktes (NOT) insgesamt vier préatektale Unterkerne identifiziert werden (Scalia & Arango, 1979).
Bei der Katze wurden sechs Unterkerne charakterisiert, wobei zu den vier bei der Ratte gefundenen
Unterkernen noch ein medialer prétektaler Kern (MPT) unterschieden wurde und der Nucleus der
posterioren Kommissur (NPK) der AP zugeordnet wurde (Avendano & Juretschke, 1980).

Die AP ist funktionell an der Riickkopplung visueller und somatosensorischer Information auf pri-
motorische Systeme beteiligt. Im visuellen System ist sie an der Steuerung des Pupillenreflexes
(Magoun & Ranson 1935), des Akkomodationsreflexes (Zilles & Rehkdmper, 1998) und des opto-
kinetischen Nystagmus, der Kombination von Folgebewegungen des Auges auf einen bewegten Ge-
genstand und entgegengerichteten schnellen Augenbewegungen, beteiligt. Im pratektalen Unterkern
NOT konnte mit elektrischer Mikrostimulation Nystagmus ausgelost werden (Schiff et al., 1988)
und Lisionen in diesem Kerngebiet filhrten zur Authebung des Nystagmus (Schiff et al., 1990).
Physiologisch sind neuronale Antworten aus dem NOT gut charakterisiert. Neuronen des NOT ant-
worten auf horizontal bewegte grof3flichige Objekte (Hoffmann & Distler, 1989; Inoue et al., 2000,
Ibbotson & Price, 2001). Diese Stimuli simulieren den optischen Fluss, der zur Verhaltensreaktion
des optokinetischen Nystagmus fiihrt. Der NOT erhilt Afferenzen aus der Retina (Fledermaus:
Reimer, 1989), dem visuellen Cortex (Affe: Benevento & Standage, 1983, Hutchins & Weber,
1985; Hoffman et al., 1992) und dem Colliculus superior (Katze: Sato & Ohtsuka, 1996). Efferen-
zen des NOT projizieren zum Edinger Westphal Kern, einer prdmotorischen Struktur der Okulo-
motorik (Zilles & Rehkdmper, 1998) und in den Colliculus superior (z.B.: Fledermaus: Covey et al,
1987; Ratte: Cadusseau & Roger, 1985; Mihailoff, 1995; Frettchen: Jiang et al., 1997), einer multi-
modalen Integrationsstation im Mittelhirn fiir visuelle und akustische Informationen.

Im somatosensorischen System ist die préitektale Region, genauer der anteriore Unterkern APT,
funktionell an der Weiterleitung bzw. Modulation der Nocizeption beteiligt. Elektrische Stimulation
im APT unterdriickt die Schmerzwahrnehmung (Riickziehreflex: Roberts & Rees, 1986; Kiefer-
offungsreflex: Chiang et al., 1989; Chiang et al., 1991), so dass die APT als Relaisstation gesehen

werden kann, die die Weiterleitung von Schmerzinformationen an die Motorik im Riickenmark
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kontrolliert (Rosa et al., 1998).

Der anteriore Kern der AP erhilt Afferenzen aus dem Riickenmark (z.B.: Katze: Berkley & Mash,
1978; Affe: Wiberg et al., 1987), der Medulla (z.B.: Ratte: Yoshida et al, 1992), dem Mittelhirn
(z.B.: Ratte: Rosa et al. 1998; Katze: Sato & Ohtsuka, 1996; Frosch: Feng & Lin, 1991) und dem
somatosensorischen Cortex (z.B.: Ratte: Foster et al., 1989; Katze: Berkley & Mash, 1978). Effe-
rente Fasern projizieren ins Riickenmark (Fisch: New et al., 1998), in die Medulla (Ratte: Zagon et
al., 1995), das Mittelhirn (Ratte: Mihailoff, 1995) und den Thalamus (Katze: Weber et al., 1986).
Auf der Ebene des akustischen Systems zeigten einige anatomische Studien Afferenzen aus akusti-
schen Gebieten in die pritektale Region (Kudo et al., 1983; Wenstrup et al., 1994; Casseday et al.,
1989; Schuller, 1998; Schuller et al., 1997; Behrend & Schuller, 2000). Eine Charakterisierung der
physiologischen Eigenschaften pritektaler Neuronen auf akustische Reize ist bislang aber noch

nicht erfolgt.

2.3 Die Fledermaus Phyllostomus discolor

Als Versuchstier wurde im Rahmen dieser Arbeit die neotropische Fledermaus Phyllostomus disco-
lor verwendet. P. discolor, die kleine Lanzennase, stammt aus der Familie der Phyllostomidae
(Blattnasen), einer der groBeren Familien aus der Unterordnung der Mikrochiropteren mit 6 Unter-
familien und 148 Arten. Phyllostomiden sind in Amerika, vom siidwestlichen Teil der USA bis in
den nordlichen Teil von Argentinien beheimatet und umfassen Individuen mit omnivoren (z.B.:
Phyllostomus discolor; Phyllostomus hastatus), frugivoren (z.B.: Glossophaga soricina) und san-
guinivoren (Desmodus rotundus) Erndhrungsweisen. P. discolor emittiert nasal kurze abwirts fre-
quenzmodulierte multiharmonische Echoortungslaute, die einen Frequenzbereich von 15 bis 100
kHz abdecken und eine Dauer von 0,3 bis 2,5 ms haben und dem allgemeinen Phyllostomidentyp
entsprechen (Rother & Schmidt, 1982). Zusitzlich zu den Echoortungslauten hat P. discolor ein
groBes Repertoire an Kommunikationslauten, die sich in spektraler und temporaler Zusammenset-

zung von Echoortungslauten stark unterscheiden (Pistohl, 1998; Fenzl & Schuller, 2002).

2.4 Ziel der Arbeit

Die AP stellt in visuellen und somatosensorischen Funktionskreisen eine wichtige Integrationsstelle
dar, iiber die sensorische Information auf pramotorische Gebiete umgeschaltet wird. Eine Beteili-

gung an audio-motorischen Regelkreisen wurde bisher kaum erwogen oder experimentell unter-
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sucht. Das Wissen tiiber physiologische Eigenschaften von pritektalen Neuronen beschrankt sich
vorwiegend auf Antworteigenschaften bei der visuellen Informationsverarbeitung.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die AP mit einem breiten Repertoire aus Mikrostimulation,
elektrophysiologischen Ableitungen und histologischen Methoden beziiglich ihrer Einbindung in
audio-motorische bzw. audio-vokale Integrationsnetze zu charakterisieren. Die Auslosung von Vo-
kalisationen mit elektrischer Mikrostimulation in der AP von P. discolor sollte zeigen, an welchen
Orten, eventuell spezifisch, welche Art von Vokalisation ausgeldst werden konnte und welche Zu-
sammensetzung die ausgelosten Vokalisationen hatten. Weiterfithrend sollte mit elektrophysiologi-
schen Ableitungen geklirt werden, ob pritektale Neuronen durch akustische Reize aktivierbar sind
und wenn ja welche akustischen Antwortmuster bei pritektalen Neuronen auftreten und welche
Parameter der akustischen Reize zu Antwortdnderungen fiihren. Als weiteres Ziel sollte geklart
werden, inwieweit neurophysiologisch unterschiedliche Gebiete in der AP differenziert werden
konnen. Von besonderer Wichtigkeit war der Ansatz, pratektale Neuronen in einer akuten Ver-
haltensreaktion, d.h. auch wihrend aktiver Vokalisation, zu untersuchen. Dabei sollte tliberpriift
werden, ob pritektale Neuronen vor und / oder wéhrend der Vokalisation aktiv sind und welche
Antwortmuster hier zu finden sind. Dies konnte durch eine Kombination aus elektrischer Mikro-
stimulation und elektrophysiologischer Ableitung erreicht werden. Mogliche vokalaktive Neuronen
sollten im Folgenden mit akustischen Reizen getestet werden. Vor und wihrend der Vokalisation
aktive Neuronen, die auch durch akustische Reize aktivierbar sind, konnten als neuronale Elemente
zur audio-motorischen Integration in der AP interpretiert werden. Tracerinjektionen in physiolo-
gisch charakterisierte priatektale Bereiche sollten die afferenten und efferenten Verbindungen der
AP charakterisieren und die Bedeutung der AP als audio-vokale Umschaltstelle histologisch unter-

maucrn.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an 13 ménnlichen Tieren der Art Phyllostomus discolor
durchgefiihrt. Die Tiere stammten aus abteilungseigener Zucht und wurden in einem klimatisierten
Raum unter anndhernd natiirlichen Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen (~ 28° Celsius, ~
80 % Luftfeuchtigkeit, 12h:12h Hell-Dunkel-Phase) gehalten. Wiahrend des Versuchszeitraumes
waren sie von den anderen Tieren im Stall separiert untergebracht.

Die Tiere wurden nach den Bestimmungen fiir Labortierverfahren des deutschen Tierschutzgesetzes

behandelt (Genehmigung 211-2531-37/98, Reg. Oberbayern)

3.2 Gehirnatlas, Préparation und Stereotaxie

3.2.1 Gehirnatlas

Um die fiir die Hufeisennasenfledermaus Rhinolophus rouxi entwickelte Stereotaxie (Schuller et al,
1986) auch fiir P. discolor vollstindig nutzen zu konnen, musste eine Schadelkonturlinie und ein
vorldufiger Gehirnatlas erstellt werden.

Bei einem in 4 % Paraformaldehyd fixierten Tier wurde die Schiddeloberfliache freipripariert und
vollstindig von Gewebe gesdubert. AnschlieBend wurde der Schédel in einer stereotaktischen Ap-
paratur befestigt und die Schideloberfliche mit einer diinnen Metallsonde 250 um lateral vom
Schadelkamm vom rostralen Augenbereich bis zum caudalen Hinterhauptsabfall in 250 um-Schrit-
ten abgetastet (Schuller et al, 1986).

Danach wurden an vier, iiber die rostro-caudale Lénge verteilten Stellen mit einem Miniaturbohrer
250 um grofBe Locher in den Schédel gebohrt und das darunter liegende Gewebe mittels in Farbstoff
(pontamine sky blue, Hopkins & Williams, Essex, England) getrdnkten Sonden angefdrbt. Nach
dieser Prozedur wurde das Gehirn vollstindig freipripariert und fiir die anatomische Aufarbeitung
in einer definierten Position (im folgenden als Normposition bezeichnet) eingebettet, die fiir alle
weiteren Versuchstiere in dieser Form beibehalten wurde.

Das Gehirn wurde mit einem Gefrierschnittmikrotom geschnitten (42 pm Schnittdicke) und zwei
Schnittserien angefertigt (siche Punkt 3.5). Bei der folgenden anatomischen Untersuchung der
Schnittserien konnte anhand der gefarbten Stichkanile und Eintritts6ffnungen der Sonden die Lage

des Gehirns mit der Schiideloberfliche bzw. der gemessenen Schidelkonturlinie in Ubereinstim-
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mung gebracht werden. Den Schédelkonturen der folgenden Versuchstiere konnten durch Uberlage-
rung mit dieser ,,Standard*“-Schiddelkontur die beiden Schnittserien zugeordnet werden. Diese dien-

ten als vorldufiger Gehirnatlas zur Planung und experimentellen Durchfiihrung.

3.2.2 Praparation und stereotaktische Methode

Zur Priparation wurde das einzelne Versuchstier in eine dafiir angepasste Halteform (Eigen-
konstruktion) gesetzt und der Kopf iiber einen ebenfalls angepassten Maulhalter (Eigenkonstruk-
tion) in natiirlicher Stellung zum Korper fixiert. Zur Narkose wurde Halothan (ASID, Boblingen,
Deutschland) oder Isofluran (Curamed, Karlsruhe, Deutschland) iiber eigens dafiir vorgesehene
Vaporisatoren (Halothan: Vapor 19.3; Driagerwerk, Liibeck, Deutschland und Isofluran: HNG 6; H.
Holzel GmbH, Woérth/Horlkofen, Deutschland) zusammen mit Raumluft als Gasgemisch appliziert.
Die Kopthaut des Tieres wurde mit einem Medianschnitt in rostro-caudaler Langsrichtung erdffnet
(Augenlinie bis Hinterhauptsabfall). Die darunter liegende Muskulatur wurde zur Seite préipariert
und mit Gelatineschwidmmchen (Gelastyp, Aventis Pharma GmbH, Frankfurt am Main, Deutsch-
land) in dieser Position fixiert. Etwaige auftretende kleinere Blutungen wurden mit AICI (Orbat,
Lege Artis Pharma GmbH u. Co KG, Dettenhausen, Deutschland) gestoppt. Der so freigelegte
Schédelknochen wurde von Geweberesten gesdubert, angedtzt (Esticid, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Deutschland) und ein Haltestift aus Metall mit Mehrkomponentenmaterialien aus der
Zahnheilkunde (Denthesive, Charisma; Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) auf den
Knochen aufgeklebt. Die gesamte Priaparation wurde unter dem Binokular durchgefiihrt.

Nach einer Ruhepause von 24 h wurde das Tier in der Halteform an der Stereotaxie-Apparatur be-
festigt und der Kopf mittels des Haltestiftes in rostro-caudaler Léngsrichtung fixiert.

Mit einer auf einen Referenzpunkt an der Stereotaxie-Apparatur ausgerichteten Metallsonde wurde
die Schédelkonturlinie des Versuchstieres in rostro-caudaler Richtung, wie unter Punkt 3.2.1 be-
schrieben, abgetastet. Die erhaltene Schéddelkontur in rostro-caudaler Richtung wurde mit der oben
beschriebenen ,,Standard“-Schidelkontur in Ubereinstimmung gebracht. Die Ausgangsposition des
Tieres im Versuch wurde so eingestellt, dass das Gehirn in der Normposition ausgerichtet war.
Zeigte es sich, dass die aktuelle Ausrichtung des Schidels bzw. der Schadelkontur (bestimmt durch
das Aufsetzen des Halters) und damit des Gehirns beziiglich zur Normposition nach unten oder
oben verschoben war, wurde sie mit dem sich aus der Verschiebung ergebenden Drehwinkel wieder
auf die Normposition korrigiert. Brachte die folgende Abtastung nach lateral vom Schddelkamm zu

beiden Seiten ungleiche Werte, d.h. war eine medio-laterale Drehung vorhanden, wurde diese eben-



3 MATERIAL UND METHODEN 11

falls mit dem sich aus dieser Verschiebung ergebenden Drehwinkel korrigiert. Die Vorgehensweise
der Anpassung wird in Abbildung 3-1 am Beispiel einer rostro-caudalen Verschiebung nochmals im

Uberblick erliutert.
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Abbildung 3-1: Methode der Stereotaxie nach Schuller et al. (1986)

Die Schédelkontur mit dem darunter liegenden Gehirn im oberen Teil der Abbildung (rot gezeichnet) hat ge-
genliber der ,Standard“-Schédelkontur und dem Gehirn in Normposition (rechts: schwarz gezeichnet) einen
rostro-caudalen Verschiebungswinkel. Zur Korrektur wird dieser Verschiebungswinkel berechnet (siehe Bild-
mitte) und (ber die Stereotaxieapparatur die Haltung des Tieres in diesem Winkel verdndert, so dass die
neue Lage des Tieres dem der Normposition entspricht. Das oberhalb der jeweiligen Kontur angegebene
Koordinatensystem représentiert die Stereotaxieapparatur, in der das Tier abgetastet wurde.

Am ersten Versuchstag wurde, basierend auf dem vorldufigen Gehirnatlas, in den Schadelknochen
des Versuchstieres ein 300 x 300 um grof3es Loch gebohrt und die darunter liegende Gehirnhaut mit
einem diinnen, eigens dafiir angespitzten Silberdraht angeritzt und zur Seite geschoben. Je nach Be-
darf wurden noch ein bis zwei weitere Offnungen im Laufe des Experiments in den Schiidelknochen

gebohrt.
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3.3 Experimente

3.3.1 Versuchsbedingungen

Alle Experimente wurden am wachen Tier durchgefiihrt. Die Tiere befanden sich nicht ldnger als 4—
5 Stunden téglich im Versuch. Um die Tiere nicht zu betduben, jedoch aber wéhrend des Versuches
ruhig zu stellen, wurde ein Beruhigungsmittel (Rompun® / isotonische NaCl-Lsg; 0.1 ml Rompun

auf 4.9 ml isotonische NaCl-Lsg; 0.1 ml / 10g Korpergewicht) gespritzt.

3.3.2 Versuchsaufbau

Rechner
DSP1 i T’ Amp
DSP2 ' In Fil Amp
R <i—
<_‘Out In <— Amp PreAmp p
A \J\\
)
T ~— e
- - . p v M-EL
Rechner Elektrische Stimulationseinheit

. 1
Out _> Isolations- :
: einheit > Mikrophon

Verzégerungseinheit ‘— B+K

Abbildung 3-2: Vereinfachtes Blockschaltbild des Versuchsaufbaus

Teile des Versuchsaufbaus die zur elektrischen Mikrostimulation verwendet wurden sind rot gekennzeichnet,
Teile die zu elektrophysiologischen Ableitungen verwendet wurden sind griin gekennzeichnet.

TDT (R): TDT-Module fiir die Reizgebungsseite; TDT (A): TDT-Module fiir die Aufnahmeseite;

Ya @ Va7 Ultraschallmikrophon; AD: Analog-Digital-Wandler; Amp: Verstdrker; AmpDel: Verstédrker fiir
Delayiussignal Att: programmierbarer Abschwécher; Ar: Signaladdierer; DA: Digital-Analog-Wandler; DSP
(1 & 2): Digitale Signalverarbeitungsboards; EL: Elektrode; ET: Event Timer ExtAtt: externer (manuell
bedienbarer) Abschwécher; Fil: Filter; LS: Lautsprecher; M_EL: Mikrostimulationselekirode;, PreAmp:
Ableitvorverstérker; SD: Schwellendiskriminator; SC: Spikeconditioner; HDD: Festplatte; T: Trigger;
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Abbildung 3-2 zeigt schematisiert die Versuchsanordnungen zur elektrischen Mikrostimulation
(rot), zur akustischen Reizgebung und elektrophysiologischen Ableitung (griin) und zur elektrischen
Reizgebung mit gleichzeitiger elektrophysiologischer Ableitung (Kombination rot, griin) im Ge-

samtuberblick.

3.3.2.1.  Elektrische Mikrostimulation

Die elektrischen Reize wurden in einem Reizgenerator (S48, Grass Instruments, Quincy, USA) er-
zeugt und iiber eine Isolationseinheit (PSIU 6, Grass Instruments, Quincy, USA) mit negativer Po-
laritdt an die Reizelektrode (Parylene beschichtete Wolframelektrode, Spitzendurchmesser 2—3 um,
~ 2 MOhm Widerstand, Micro Probe Inc.; Potomoc, USA) weitergegeben. Die Reize bestanden aus
einer Folge von Rechteckpulsen von 100 ps Dauer. Die Pulse wurden zu Pulsfolgen von 15ms
Dauer bei einer Frequenz von 1 kHz zusammengefasst. Die Wiederholraten der Pulsfolgen lagen
zwischen 2 und 10 Hz. Die Stimulationsstromstdrken lagen zwischen 10-80 pA.

Zur Aufnahme der ausgeldsten Vokalisationen wurde ein “s-inch Kondensormikrophon (Typ 4135,
Briiel und Kjaer; Naerum, Ddnemark) verwendet. Die iiber das Mikrophon aufgenommenen Vokali-
sationen wurden verstirkt (Typ 2160, Briiel und Kjaer; Naerum, Danemark) und durch einen Ana-
log-Digital-Wandler (CIO-DAS M1, Plug in, Eichenau, Deutschland) im Rechner iiber ein selbst-
geschriebenes Programm mit einer Abtastrate von 250 kHz aufgezeichnet und gespeichert. Zur opti-
schen Kontrolle diente ein Oszilloskop (V302B, Hitachi; Rodgau, Deutschland).

Das Abtasten der priatektalen Region erfolgte vom Penetrationspunkt aus in Winkelintervallen von
2° facherartig in rostro-caudaler und medio-lateraler Richtung. Konnten an einem Ort Vokalisatio-
nen ausgelost werden, wurden die Ausloseschwellen protokolliert. Zusétzlich wurden iiber eine
CCD-Kamera (Dr. Seitner Datentechnik, Seefeld, Deutschland) und einen Monitor (TC 800 E4D,
Panasonic, Osaka, Japan) weitere die Vokalisationen begleitende Korperreaktionen des Tieres wih-

rend der Stimulation beobachtet und mitprotokolliert.

3.3.2.2 Akustische Reizgebung und elektrophysiologische Ableitungen

Die digitale Form der akustischen Reize wurden am Computer generiert (Eigenentwicklung Spike
6.1; D. Molter und B. Warren) und tiber Lichtleiterkabel an einen Digital-Analog-Wandler {iberge-
ben, gefiltert und abgeschwicht (DA 3-2, DA 3-4, FT 6-2, PA 4; *Tucker Davies Technologies,
Gainesville, USA). Das Signal konnte danach bei Bedarf nochmals manuell abgeschwécht werden

(Attenuator 350C/D; Hewlett Packard, Loveland, USA) und wurde iiber einen Endverstarker (Po-
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wer Amplifier Type 2610; Briiel und Kjaer; Naerum, Dénemark) an den Lautsprecher (Polaroid
Transducer 8665, Messring, Grifelfing, Deutschland) tibergeben.

Der Frequenzgang des Lautsprechers zeigte zwischen 30 und 100 kHz eine flache Kennlinie inner-
halb von +/- 5 dB und war kontralateral zur Penetration in 20 cm Entfernung zum Tier positioniert.
Alle Experimente wurden in einer echoarmen Kammer durchgefiihrt.

Die Antworten pratektaler Neuronen wurden extrazelluldr mittels Glaselektroden abgeleitet. Die
Elektroden, mit 2 M NaCl-Losung und 2% pontamine sky blue (Hopkins & Williams, Essex, Eng-
land) gefiillt, hatten einen Spitzendurchmesser von 2—5 pm und zwischen 3—5 MOhm Impedanz
(bei 1kHz). Direkt nachgeschaltet war ein Ableitvorverstirker (Electro 705; WPI, Berlin, Deutsch-
land), der auBerdem den Ausgleich durch die Elektrodenkonfiguration entstehender stérender Kapa-
zitditen ermdglichte. Nach nochmaliger Verstirkung (PM 5171; Phillips, Hamburg, Deutschland)
wurde das Signal bandpass-gefiltert (PC1*, Eckfrequenzen 700-4000 Hz). Im nachfolgenden
Schwellendiskriminator (SD1%*) konnten Spannungsschwellen festgelegt werden, bei denen Ak-
tionspotentiale (Spikes), die diese Schwelle erreichten, einen zeitlich korrelierten TTL-Puls (Tran-
sistor-Transistor-Logik) ausldsten. Das zeitliche Auftreten der Pulse und somit der Spikes wurde
iiber den Event Timer (ET1%*) festgehalten und als Dot-Raster-Diagramm gespeichert (iiber Spike
6.1; D. Molter und B.Warren).

3.3.23 Elektrische Reizgebung und elektrophysiologische Ableitungen

Zur elektrophysiologischen Ableitung wihrend der Vokalisation musste das Tier zum Vokalisieren
gebracht werden. Durch die Kombination der beiden Versuchsanordnungen konnten elektrische
Mikrostimulation mit elektrophysiologischer Ableitung vereint werden. Der Trigger des Ableitauf-
baus steuerte den Stimulator an und ermoglichte eine genaue zeitliche Korrelation zwischen der
durch den elektrischen Reiz ausgelosten Vokalisation und der gleichzeitig laufenden Ableitauf-
nahme. Die ausgelosten Vokalisationen wurden parallel dazu iiber ein selbstgeschriebenes Pro-
gramm an einem zweiten Rechner aufgezeichnet.

Zusitzlich konnte eine analoge Verzogerungseinheit (Delayius, GAP-Soft, Uffing, Deutschland)
dazwischengeschaltet werden, um die Eigenvokalisationen des Tieres als akustische Reize zuriick-
spielen zu konnen. Dazu wurde die ausgeldste Vokalisation parallel zur Aufnahme in die Verzo-
gerungseinheit gespielt, danach verstarkt (TCE 7606, Toellner, Herdecke, Deutschland) und iiber

den Endverstédrker an den Lautsprecher geleitet.
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3.3.24 Pharmakologische Stimulation

Zur pharmakologischen Stimulation wurde der Glutamat-Agonist Kaininsdure (144pM in 0,9 %
NaCl-Losung) verwendet. Die Losung wurde in eine Mikrospritze gefiillt (1002 TLL 2.5ml; Hamil-
ton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) und {iber eine Spritzenpumpe (Univentor 801, TSE Systems,
Bad Homburg, Deutschland) mit einer FuBrate von 1.2 pl / min durch die ins Gehirn eingefiihrte
Mikrodialyseprobe (Type MAB4.15.1CA; Microbiotech, Schweden) gespiilt. Die durch die Mikro-
dialyse ausgelosten Vokalisationen und Korperreaktionen wurden am Oszilloskop und am Monitor

iiberwacht und die Vokalisationen in Abstdnden von einer Minute aufgezeichnet.
3.3.25 Akustische Reize und Vorgehensweise

3.3.2.5.1 Akustische Reize

Als akustische Reize wurden Reintone (RT; 30-99 kHz; 2—12 ms Dauer), abwirts frequenzmodu-
lierte Reize (FM; Mittenfrequenzen 35-85 kHz, 20-30 kHz Frequenzhub, 2-18 ms Dauer) und auf-
genommene Eigenvokalisationen des Tieres (in der AP elektrisch ausgeldst, ca. 1 ms Dauer) ver-
wendet. Alle Reize hatten eine An- und Abstiegs-Flanke von 0,5 ms, lediglich Eigenvokalisationen
hatten aufgrund ihrer kurzen Dauer eine An- und Abstiegsflanke von 0,2 ms. StandardméBig wur-
den alle akustischen Reize bei 95 dB SPL (gemessen an Position des Tieres in 20 cm Entfernung
zum Lautsprecher) und 10 ms nach Beginn der Aufnahme présentiert.

Die Intensitit der akustischen Reize wurden nur bei der Aufzeichnung von Abstimmkurven bzw.
der Ermittlung der besten Frequenz (bF) eines Neurons verdandert. Alle Reize wurden pro Aufnahme
10 mal wiederholt. Aufgenommene Eigenvokalisationen bildeten mit 50-100 Wiederholungen pro

Aufnahme eine Ausnahme, da sie als Suchstimulus verwendet wurden.

3.3.2.5.2  Versuchsdurchfiihrung

Konnte im Versuch ein akustisch treibbares Neuron lokalisiert werden, wurde dieses iiber den
Schwellendiskriminator (SD1) isoliert und mit Eigenvokalisationen, Reintonen und abwirts fre-
quenzmodulierten Reizen getestet. Bis auf die aufgenommenen Eigenvokalisationen hatten die
akustischen Reize eine feste Dauer von 5 ms. Anhand der Dot-Raster-Aufnahmen wurden visuell
der Reinton und der abwirts frequenzmodulierte Reiz bestimmt (stirkster Reinton (sRT), stirkster
abwirts frequenzmodulierter Reiz (sFM)), der jeweils die stirkste neuronale Antwort hervorrief.
Diese beiden Reize wurden dem Tier in verschiedener Dauer priasentiert (SRT: 2 — 12 ms Dauer;

sFM: 2 — 18 ms Dauer mit festem Frequenzhub). Zusitzlich wurde dem Tier der sFM als Doppel-
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reiz mit variablem Interstimulusintervall vorgespielt. Dazu wurde der sFM auf dem 2. Kanal der
Reizapparatur mit unterschiedlichen Interstimulusintervallen (1 — 21 ms) 10 dB abgeschwécht gene-
riert und {iber einen Signaladdierer mit dem 1. Puls auf Kanal 1 zu einem Doppelreiz kombiniert.

Uber die, durch elektrische Mikrostimulation im Ubergangsbereich von Colliculus inferior und
paralemniskaler Zone ausgelosten Vokalisationen und gleichzeitiger Ableitung in der pritektalen
Region wurden mogliche vokalaktive Neuronen untersucht. Wenn vokalaktive Neuronen cha-
rakterisiert waren und gehalten werden konnten, wurden noch ihre moglichen akustischen Eigen-

schaften in oben beschriebener Weise untersucht.

3.4 Begleitende Tracer-Studien

Zur Untersuchung der Verschaltung der pritektalen Region mit anderen Gehirnstrukturen wurde
mit Meerrettich-Peroxidase markiertes Weizenkeim-Agglutinin (WGA-HRP, L 3892; Sigma, Tauf-
kirchen, Deutschland) injiziert. WGA-HRP wurde in isotonischer NaCl-Losung (Fresenius Kabi,
Bad Homburg, Deutschland) als 2 % Losung hergestellt. Die WGA-HRP Losung wurde ion-
tophoretisch tiber eine Glaskapillare mit 20 um Durchmesser mit einer Stromstirke von + 0.8 pA

und 15 min Dauer appliziert.

3.5 Perfusion und histologische Aufarbeitung

Nach Beendigung des Experiments wurden die Tiere mit Barbital lethal narkotisiert und intrakardial
perfundiert. Zum Spiilen wurde eine physiologische Kochsalzlsung (incl. 0.1 ml Liquimin zur Ver-
hinderung der Blutgerinnung) 5 min mit einer Flussrate von 4 ml /min in das Kreislaufsystem ge-
bracht. Anschlieend folgte fiir 30—40 min eine Fixierlosung. Diese richtete sich nach experimentel-
len Gegebenheiten. Bei einer WGA-HRP Injektion enthielt die Fixierlosung neben Paraformalde-
hyd (1 %) noch Glutaraldehyd (1.25 %). Ohne Tracerinjektion bestand die Fixierlosung allein aus
einer Paraformaldehydlosung (4 %). Nach der Fixierlosung wurde zur Kryoprotektion mit 5 und
10 % Saccharoselosung gespiilt und das Gehirn danach freipripariert.

Nach der Priparation wurde das Gehirn zur Kryoprotektion iiber mehrere Stunden in eine 20 %
Saccharoselosung gegeben und danach iiber Nacht in einer 30 % Saccharoseldosung gelagert. Nach
dieser Prozedur wurde es eingebettet (siche auch Punkt 3.2.1) und histologisch aufgearbeitet.
WGA-HRP markierte Gehirne wurden in drei parallele Serien (42 pm Schnittdicke) aufgearbeitet.

Eine Schnittserie wurde nach der Paratungstate-Methode (Llewellyn et al, 1993), die zweite nach
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der TMB-Methode (Tetra-methyl-benzidin; Mesulam et al., 1979) und die dritte nach der DAB-
Methode (3'-3" Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid; Adams, 1977) aufgearbeitet. Die Para-
tungstate-Serie wurde Nissl gegengefirbt, die DAB-Serie nach der Cytochrom-C-Methode (Wong-
Riley, 1979) weiterverarbeitet. Die TMB-Serie wurde nicht gegengefarbt.

Nicht WGA-HRP markierte Gehirne wurden in zwei parallele Serien (42um Schnittdicke) aufge-

arbeitet und eine Nissl- und eine Gallyas-Farbung (Faserfarbung) angefertigt.

3.6 Auswertung

3.6.1 Verifizierung der Stimulations- und Ableitpunkte

Bei jedem Versuchstier wurde eine elektrische Lasion gesetzt. Dazu wurde iiber die Stimu-
lationselektrode ein Gleichstrom von -2.5 pA iiber 3 min. appliziert (S48, Grass Instruments,
Quincy, USA). Danach wurde die Elektrode mit einer Geschwindigkeit von 200 pm / 10 s aus dem
Gewebe gezogen, wobei weiter Strom appliziert wurde. Daraus resultierte eine unter dem Mikro-
skop gut sichtbare Vernarbung des Gewebes. Nach der histologischen Aufarbeitung des jeweiligen
Versuchstieres wurde die Schnittserie im Bereich der prétektalen Region per CCD-Kamera eingele-
sen (DMC; Polaroid; Offenbach, Deutschland) und die Bilder in ein maBstabsgetreues Koordinaten-
system gebracht. Anhand der internen Markierung bzw. Gewebevernarbung (Lédsion) wurden alle
eingestellten Winkel und gefahrenen Elektrodenstrecken softwaregestiitzt (Eigenentwicklung) be-
rechnet und die Orte in die jeweiligen Schnittaufnahmen eingetragen und abgespeichert.

Die Aufnahmen des pritektalen Bereichs jeder Schnittserie wurden mit den Aufnahmen des Stan-
dardatlas verglichen und anhand der vorhandenen Mittel- / Zwischenhirnstrukturen in Ubereinstim-
mung gebracht. Die so auf den Standardatlas iibertragenen Stimulations- bzw. Ableitpunkte aller

herangezogenen Versuchstiere wurden auf reprasentative Schnitte zusammengefasst.

3.6.2 Auswertung der ausgelosten Vokalisationen

Zur Analyse und Charakterisierung von elektrisch und pharmakologisch ausgeldsten Vokalisationen
sowie von spontanen Vokalisationen wurde die 1. Harmonische oder Grundfrequenz herangezogen,
da die 2. bis 4. Harmonische der multiharmonischen Laute durchweg schwer zu differenzieren war.
Abbildung 3-3 zeigt die Fourierspektren einer typischen elektrisch ausgeldsten (schwarz) und einer
spontanen Vokalisation (rot). Als Kriterium zur Auswertbarkeit wurde festgelegt, dass die Amp-

litudenspitze mindestens einen Abstand von 20 dB iiberhalb des Rauschens aufweisen musste. Von



3 MATERIAL UND METHODEN 18

der Intensitétsspitze (siche Markierung) ausgehend wurde dementsprechend jeweils 20 dB unterhalb
die Start- und Endfrequenz gemessen (siche weitere Markierungen). Vokalisationen, die dieses Kri-
terium nicht erfiillten wurden nicht in die spektrale Auswertung miteinbezogen. Aus den gemesse-
nen Grundfrequenzen wurden folgend die Frequenzbereiche der energiereichen 3. und 4. Harmoni-

schen errechnet.
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Abbildung 3-3: Spektrale Zusammensetzung einer ausgelésten Vokalisation

Powerspektrum einer in der prétektalen Region durch elektrische Mikrostimulation (25 pA) ausgelésten
Vokalisation (A) im Vergleich mit dem Powerspektrum einer spontan emittierten Vokalisation (B). Auf der Or-
dinate ist die relative Intensitét in dB SPL aufgetragen, auf der Abszisse ist die Frequenz in kHz aufgetragen.
Die spontane Vokalisation war gegentiiber der ausgelésten Vokalisation in ihrer relativen Intensitét etwas er-
héht. Beide Vokalisationen sind aus vier identifizierbaren Harmonischen aufgebaut, wobei bei der elektrisch
ausgeldsten Vokalisation noch eine 5. Harmonische erkennbar ist.

Die vier bzw. flinf Harmonischen sind mit rémischen Ziffern gekennzeichnet. Der Peak der 1. Harmonischen,
die zur Auswertung herangezogen wurde, ist markiert sowie die beiden flankierenden Start- und Endfrequen-
zen 20dB unterhalb der relativen Spitzenintensitét.

3.6.3 Auswertung Elektrophysiologie

Aus den vorhandenen Dot-Raster-Diagrammen wurden softwaregestiitzt (Eigenentwicklung: D.
Molter & B. Warren) Peri-Stimulus-Zeit-Histogramme (PSTH) berechnet. Hierbei wurden die
Aktionspotentiale oder Spikes, die in gleichen Abstinden nach Beginn jeweils identischer Reize
auftraten in vorgegebenen Zeitintervallen (Bins) aufsummiert. Bei Neuronen mit phasischem Ant-
wortmuster wurde eine Binbreite von 1 ms gewdhlt, wahrend bei Neuronen bzw. Neuronengruppen
mit tonischem Antwortmuster eine Binbreite von 2 — 5 ms gesetzt wurde. Die iiber alle Reiz-
prisentationen aufsummierten Spikezahlen pro Binbreite wurden ermittelt. Zur Kldrung der Préfe-
renz fiir eine der beiden Reizklassen (Reintone und abwirts frequenzmodulierte Reize) wurden die
Bins mit den maximalen Antworten des Neurons auf eine Folge von akustischen Reizen der jeweili-

gen Reizklasse ermittelt und untereinander verglichen.
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Im speziellen Fall der ,,doppelt-phasisch* antwortenden Neuronen waren zwei zeitlich verzogerte
maximale Antworten des Neurons charakterisierbar, die dann als Maximalantwort der 1. und 2.
Aktivitdt gewertet wurden. Zur Analyse der Selektivitét pritektaler Neuronen auf bestimmte Reiz-
dauern wurden Zeitfenster fester Grole und festen Anfangspunktes gesetzt (Pinheiro et al 1991,
Ehrlich et al 1997; Galazyuk & Feng, 1997 und Fuzessery & Hall, 1999). Bei Neuronen mit phasi-
schem und ,,doppelt-phasischem® Antwortmuster wurde ein 10 ms langes Zeitfenster 2 ms vor Be-
ginn des akustischen Reizes gesetzt. Speziell bei ,,doppelt-phasisch* antwortenden Neuronen wurde
zur Analyse der 2. Aktivitit ein zweites 10 ms langes Zeitfenster direkt an das erste Zeitfenster an-
geschlossen. Die beiden aufeinander folgenden Zeitfenster iiberlappten sich nie und beide Aktivita-
ten ,,doppelt-phasisch* antwortender Neuronen konnten getrennt analysiert werden. Bei Neuronen
bzw. Neuronengruppen mit tonischem Antwortmuster wurden Zeitfenster von 60 ms ab Beginn des
akustischen Reizes gesetzt. Die in den Zeitfenstern iliber die Reizprdsentationen aufsummierten
Spikezahlen pro Reizdauer wurden bestimmt und zur Analyse gegen die Reizdauer aufgetragen.

Die Latenz einer neuronalen Antwort wurde als die Zeit vom Beginn des akustischen Reizes bis
zum Zeitpunkt der ersten Uberschreitung der Spontanaktivitit bestimmt (First-spike-latency). Die

Spontanaktivitit, wenn vorhanden, wurde bei allen Analysen von der Aktivitdt abgezogen.

3.7 Statistische Analyse

Zur Analyse der aus den PSTH’s gemessenen maximalen Antworten auf die jeweilige Folge von
Reintonen und abwirts frequenzmodulierten Reizen innerhalb der einzelnen Neuronen oder Neu-
ronengruppen wurde der Wilcoxon-Test (nicht parametrischer Test flir zwei verbundene Stichpro-
ben) verwendet. Damit sollte eine mogliche signifikante Praferenz eines Neurons oder einer Neu-
ronengruppen auf einen der beiden akustischen Reize gezeigt werden.

Zur Analyse unterschiedlicher Neuronenpopulationen (Frequenzverteilung innerhalb der pratektalen
Region) wurde der Mann-Whitney-U-Test (nicht parametrischer Test fiir zwei unabhéngige Stich-
proben) verwendet. Zur vergleichenden Analyse der ausgelosten Vokalisationen der herangezoge-
nen Versuchstiere mit spontanen Vokalisationen eines sich frei verhaltenden Tieres wurde ebenfalls
der Mann-Witney-U-Test verwendet. Bei beiden Tests ergab sich eine Signifikanz bei einem p-

Wert < 0.05.
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4 Ergebnisse

4.1 Lokalisation der priatektalen Region

Untersuchungen zur Lokalisation und Anatomie der prétektalen Region (im folgenden nur als AP
bezeichnet) basieren auf Daten von 13 Versuchstieren. Die AP konnte in den mit unterschiedlichen
Methoden (siehe Kapitel 3, Punkt 3.5) aufgearbeiteten Gehirnen als ein uniformes, vom grofiten
Teil der angrenzenden Strukturen gut abzutrennendes Gebiet charakterisiert werden. Es war in der
vorliegenden Arbeit aber nicht moglich die AP von P. discolor, wie in der Literatur beschrieben in
ihre verschiedenen Unterkerne zu differenzieren (Scalia & Arango 1979; Avendano & Juretschke,
1980).

Die AP ist am Ubergang von Mes- zu Diencephalon lokalisiert und ihre Ausdehnung in rostro-cau-
daler (r/c) Richtung betrdgt bei P. discolor im Mittel ca. 1000 pm (r/c: 7600 um bis 8652 um in
Atlaskoordinaten). An der breitesten Stelle dehnt sie sich medio-lateral ca. 1100 um (r/c: zwischen
8148 um und 8400 pm) und in dorso-ventraler Richtung ca. 1400 pm (r/c: zwischen 8316 um und
8400 um) aus. Abbildung 4-1 zeigt 5 Gehirnschnitte (A-E) aus dem Bereich der AP von P. discolor.
Im rostralsten Bereich (7642 um, Schnitt A) stellt die AP nur eine kleine Struktur dar, die medial,
lateral und ventral von verschiedenen, im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher differenzierten thalami-
schen Kernen begrenzt wird. Der dorsale Anfang der AP in diesem Bereich liegt bei einer Tiefe von
ca. 3600 um fast direkt unter dem Zwischenhirndach. Ventral schliefen thalamische Kerne bei einer
Tiefe von ca. 4100 pm an die AP an. Im beginnenden rostro-medianen (7896 pm, Schnitt B) und
medianen Bereich (8148 um, Schnitt C) schiebt sich dorso-medial der Colliculus superior (SC) zwi-
schen AP und periaqueduktales Grau (PAG) und dringt die AP immer mehr nach lateral. Dort be-
grenzt der laterale (LGB), bzw. mehr caudal der mediale Kniehdcker (MGB) die AP. Ventral
schlieBt die retikulare Formation (RF) die AP ab. Die dorsale Grenze der AP liegt bei ca. 3700 —
3900 um, wéhrend sich die ventrale Grenze in ca. 4500 — 4800 um Tiefe befindet.

Im folgenden median-caudalen (8400 um, Schnitt D) bzw. caudalen (8652 um, Schnitt E) Bereich
erreicht die laterale Verdringung der AP durch den SC ihr groftes AusmalB. Gleichzeitig verliert die
AP selbst an GroBe (siehe Verlauf AP von Schnitt D und E) und ist im caudalen Bereich (Schnitt E)
nur mehr ein kleiner Streifen von ca. 300 um medio-lateraler und 700 pm dorso-ventraler Ausdeh-
nung. Die dorsale und ventrale Tiefenlage in diesem Teil bleibt weitgehend dieselbe wie bei davor

liegenden Teilen. Wihrend die AP im vorderen Bereich (Schnitt A-C) von allen angrenzenden



4 ERGEBNISSE 21

Tiefe [um]

o —
20001 7, )
4000t /

[/ AN
\ N TR
v 0

\

rostro-caudale Achse [um]

\ J
—l|[le ses2um
D 8400 pm

IC 8148 ym

B 7896 pm

A 7644 um

medio-laterale
Achse [pm]

rostro-caudale Achse [um]

E Sé5ipm
D 8400 pm
IC 8148 um
B 7896 um
IA 7644 pm

v

1000 pm

Abbildung 4-1: Lokalisation der prétektalen Region bei Phyllostomus discolor

Serie von fiinf Frontalschnitten durch die pratektale Region (AP). Der gezeigte Bereich erstreckt sich vom
rostralen Anfang der AP bis zu deren caudalem Ende (7644 um - 8652 um in Atlaskoordinaten). In der Uber-
sichtsdarstellung oben links ist die rostro-caudale, dorso-ventrale (als Tiefe bezeichnet; auch fiir folgende
Ubersichtsdarstellungen) und medio-laterale Ausdehnung der AP im Gehirn von P. discolor dargestellt. Die
AP kann in den Nissl-geféarbten Schnitten in den rostralen bis mittleren Anteilen (Schnitte A-C) gut von an-
grenzenden Strukturen abgetrennt werden. In den caudalen Teilen (Schnitte D und E) féllt die Grenzung zur
retikularen Formation schwer.

AP: préitektale Region; LGB: lateraler Knieh6cker;, MGB: medialer Kniehdcker; PAG: periaqueduktales
Grau; RF: retikulare Formation; SC: Colliculus superior; SN: Substantia nigra; ThalStr.: nicht ndher identifi-
zierte thalamische Strukturen
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Strukturen gut abgetrennt werden konnte, war im caudalen Bereich (Schnitt D, E) eine genaue Ab-

grenzung zur RF zuweilen schwierig.

4.2 Stimulationsexperimente in der pratektalen Region

4.2.1 Elektrische Mikrostimulation

Die Daten zur elektrischen Mikrostimulation in der AP stammen von fiinf Versuchstieren. Es
konnte ein Bereich innerhalb der AP charakterisiert werden, in dem Vokalisationen durch elektri-
sche Mikrostimulation auslosbar waren. Abbildung 4-2 zeigt ein fiir diesen Bereich der AP typi-
sches Ergebnis der elektrischen Mikrostimulation. Spur A zeigt den Verlauf der elektrischen Reize
als 10 Pulsfolgen von jeweils 15 ms Dauer. Spur B zeigt die zu den elektrischen Reizen korrelierten
ausgelosten Vokalisationen bei der Schwellenstromstiarke von 25 pA. Zwischen Reizbeginn und
Beginn der Vokalisation war die Latenz in diesem Fall inkonsistent zwischen 45-60 ms und nicht
jeder Reiz 16ste eine Vokalisation aus. Die Intensitét der Vokalisationen war schwankend und lag
durchschnittlich etwas unter 74 dB SPL. Spur C zeigt eine weitere Aufnahme am gleichen Sti-
mulationsort mit einer Stromstiarke von 30 pA, d.h. 5 pA {iber der Ausloseschwelle. Hier 16ste jede
Pulsfolge eine Vokalisation aus. Die Latenz verringerte sich etwas auf 40-55 ms und die Intensitét
der ausgeldsten Vokalisationen vergroBerte sich minimal auf durchschnittlich 74 dB SPL. Spur D
zeigt eine weitere Aufnahme am gleichen Stimulationsort mit einer Stimulationsstromstarke von 35
pA, also 10 pA iiber dem Schwellenwert. Hier war die Latenz stabil zwischen 35-40 ms und die In-
tensitdtswerte der Vokalisationen lagen im Vergleich zur Spur C nochmals erhoht zwischen 74-80
dB SPL mit einem Intensitdtswert iiber 80 dB SPL. Generell zeigte sich bei allen fiinf Versuchstie-
ren das gleiche Bild. An der Ausldseschwelle (zwischen 20-30 pA) waren die Latenzen zwischen
elektrischen Reiz und ausgeloster Vokalisation sehr variabel (40-80 ms) und nicht jeder elektrische
Reiz 16ste eine Vokalisation aus. 5-10 pA iiber der Schwelle wurden die Latenzen kiirzer, weniger
variabel (35-40 ms) und fast jeder elektrische Reiz 16ste eine Vokalisation aus. Einzelne Ausfille
von Vokalisationen konnten jedoch bei allen Tieren beobachtet werden. In der dargestellten Sti-
mulationssituation war eine tendenzielle Abhidngigkeit der Vokalisationsintensitit von der Stimu-
lationsstromstérke bemerkbar, jedoch konnte eine systematische Abhingigkeit der Vokalisations-
intensitdit von der Stimulationsstromstdrke innerhalb der pritektalen Stimulationsorte nicht be-

obachtet werden.
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Abbildung 4-2: Elektrische Mikrostimulation in der prédtektalen Region

Spur A: Folge von 10 elektrischen Reizen (Pulsfolgen) liber einen Zeitraum von 1600 ms.

Spuren B, C, D: Aufnahmespuren der durch die elektrischen Reize ausgelosten Vokalisationen am gleichen
Stimulationsort in der AP fiir Reizstréme von 25 (Spur B), 30 (Spur C) und 35 uA (Spur D). Die jeweiligen
Auslésestromstéarken sind rechts neben der Spur anzeigt. Der Ausléseort befand sich im fiir die Voka-
lisationsauslésung sensiblen Bereich bei 8064 um in Atlaskoordinaten (siehe Abbildung 4-4, Schnitt B). Der
Intensitétsbereich der Vokalisationen ist fiir einen Bereich von 74 bis 80 dB SPL angegeben.

Im Bereich der pritektalen Region konnte durch elektrische Mikrostimulation nur ein Typ von
Vokalisation unabhéngig von der Stimulationsstromstirke ausgeldst werden. Abbildung 4-3A zeigt
eine solche, bei allen Versuchstieren ausldsbare Vokalisation im Detail. Es handelte sich dabei um
einen kurzen, multiharmonischen (5 unterscheidbare Harmonische) abwirts frequenzmodulierten
Laut. Insgesamt wurden 132 durch elektrische Mikrostimulation ausgeldste Vokalisationen unter-

sucht. Bei allen 132 Vokalisationen wurde die Lautdauer gemessen. 76 der 132 Vokalisationen
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(57 %) erfiillten das 20 dB-Kriterium (Kap. 3; Punkt 3.6.2) und wurden auf ihre spektrale Zu-
sammensetzung hin untersucht. Im Mittel betrug die Dauer einer ausgeldsten Vokalisation 0,97 ms
(+/- 0,18 ms SA). Die Startfrequenz der gemessenen 1. Harmonischen lag bei 18,3 kHz (+/-
1.0 kHz) und der Sweep endete bei 14,2 kHz (+/- 0,8 kHz). Die energiereichsten Harmonischen
waren die 3. und 4. Harmonische mit errechneten Frequenzbereichen von 54,9 kHz (+/- 3,0 kHz)

bis 42,9 kHz (+/- 2,4 kHz), bzw.73,2 kHz (+/- 4,0 kHz) bis 57,2 kHz (+/- 3,2 kHz).

A B
elektrisch ausgeldste Vokalisation spontane Vokalisation
Freq [kHZz] Freq [kHZz]
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Abbildung 4-3: Spektro-temporale Zusammenstetzung ausgeléster und spontaner Vokalisationen
Zeitliche und spektrale Zusammensetzung einer ausgelésten (A) und einer spontanen (B) Vokalisation von
P. discolor. Die ausgeléste Vokalisation hatte wie die spontane Vokalisation eine Lange von ca. 1,1 ms.
Spektral hatten beide Vokalisationen eine identische Zusammensetzung. Beide Vokalisationen waren ab-
wérts frequenzmoduliert und multiharmonisch (5 unterscheidbare Harmonische) mit dem Grol3teil der Ener-
gie innerhalb der 3. und 4. Harmonischen. Im Gegensatz zu den errechneten Frequenzbereichen (siehe
Text) decken die 3. und 4. Harmonische in der Abbildung héhere Frequenzbereiche ab. Um die 1. Harmoni-
sche, die im Vergleich zur 3. und 4. Harmonischen 20-30 dB leiser ist, in dieser Darstellungsform zeigen zu
kénnen muss Darstellungsschwelle gering sein. Damit werden spektrale Uberlappungen der energiereichen
3. und 4. Harmonischen mit dargestellt. Die errechneten Frequenzbereiche sind jedoch in diesen Bereichen
hoher relativer Intensitat der 3. und 4. Harmonischen enthalten. Gleiches gilt fiir die folgende Abbildung 4-5
zu pharmakologisch ausgelésten Vokalisationen. Die Farbkodierung zwischen beiden spektralen Darstellun-
gen gibt die relative Intensitét an. Die ausgeléste Vokalisation hatte eine Intensitét von 80 dB SPL.

Bei einem Tier konnten im Kifig spontane Vokalisationen aufgezeichnet werden. Alle spontan
emittierten Vokalisationen waren kurz, multiharmonisch (4-5 unterscheidbare Harmonische) und
abwirts frequenzmoduliert (siche Abbildung 4-3B). Insgesamt wurden 91 spontane Vokalisationen

untersucht. Bei allen 91 Vokalisationen wurde die Lautdauer gemessen. 45 der 91 Vokalisationen
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(49 %) erfiillten das 20 dB-Kriterium und wurden auf ihre spektrale Zusammensetzung hin unter-
sucht. Die durchschnittliche Dauer einer spontanen Vokalisation betrug 1.01 ms (+/- 0,31 ms SA).
Der Beginn der 1. Harmonischen lag bei 18.58 kHz (+/- 0,93 kHz) und endete bei 13,36 kHz (+/-
0,81 kHz). Die errechnete 3. und 4. Harmonische lagen bei 55,74 kHz (+/- 2,8 kHz) bis 40,1 kHz
(+/- 2,4 kHz), bzw. 74,32 kHz (+/- 3,7 kHz) bis 53,44 kHz (+/- 3,2 kHz). Damit entsprachen diese
Vokalisationen denen von Rother und Schmidt (1982) bei P. discolor als Echoortungslaute be-
schriebenen Vokalisationen.

Tabelle 4-1 zeigt die Ergebnisse eines statistischen Vergleichs (Mann-Whitney-U-Test, siche auch
Kapitel 3, Punkt 3.7). Verglichen wurde die Dauer der Vokalisationen und die Start- und Endfre-
quenz der 1. Harmonischen der beiden Vokalisations-Gruppen. Die Dauer elektrisch ausgeldster
Vokalisationen unterschied sich nicht signifikant von der Dauer spontan emittierter Vokalisationen.
Auch waren die Anfangsfrequenzen der 1. Harmonischen beider Gruppen nicht signifikant unter-
schiedlich. Lediglich die Endfrequenzen der 1. Harmonischen der beiden untersuchten Gruppen
zeigten einen signifikanten Unterschied. Im Gegensatz zur Endfrequenz der 1. Harmonischen spon-
taner Vokalisationen war die Endfrequenz der 1. Harmonischen elektrisch ausgeloster Vokalisatio-

nen um 1 kHz erhoht.

Ausgeldste Vokalisationen Spontane Vokalisationen
n (Lange) = 132 n (Lange) =91 p
n(Hy) =76 n(Hp =45
Linge [ms] 0,97 (+/- 0,18) 1,01 (+/- 0,30) 0,986
H1B [kHz] 18,3 (+/- 1,0) 18,58 (+/- 0,93) 0,083
H1E [kHz] 14,2 (+/- 0,8) 13,36 (+/- 0,81) <0.05

Tabelle 4-1 Statistischer Vergleich von Parametern ausgeléster und spontaner Vokalisationen
Vergleich der in der AP ausgel6sten Vokalisationen mit spontanen Vokalisationen eines sich frei bewegen-
den Tieres. Ein signifikanter Unterschied war bei p < 0,05 gegeben.

Insgesamt wurden 132 ausgel6ste Vokalisationen mit 91 spontanen Vokalisationen beziiglich der Lautdauer
verglichen. Zum Vergleich der spektralen Zusammensetzung wurden 76 ausgeléste Vokalisationen 45 spon-
tanen Vokalisationen gegeniibergestellt. Nur im Fall der Endfrequenz der ersten Harmonischen (HE) konnte
ein signifikanter Unterschied zwischen ausgelésten und spontanen Vokalisationen gezeigt werden. Die Start-
frequenz der 1. Harmonischen (H;B) und die Lautdauer der Vokalisationen waren nicht signifikant unter-
schiedlich.

Ein Stimulationsort in der AP wurde als spezifisch fiir die Auslésung von Vokalisationen betrach-

tet, wenn auller begleitender Ohr- und Nasenblattbewegungen keine weiteren Korperreaktionen zu-
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satzlich zu den Vokalisationen ausgeldst werden konnten (Schuller & Radtke-Schuller; 1990). Ab-
bildung 4-4 zeigt Lage und Ausdehnung prétektaler Bereiche, die dieses Kriterium erfiillten. Darge-
stellt sind alle Stimulationspunkte aus fiinf Versuchstieren, die einen Bereich von etwa 580 pm
(7812 um — 8400 um in Atlaskoordinaten) in rostro-caudaler, ca. 600 um in medio-lateraler und ca.
1000 um in dorso-ventraler Ausdehnung innerhalb der AP abdeckten. Dabei reprisentieren
schwarze Sterne Ausloseschwellen im Bereich von 20-30 pA und weille Sterne Ausloseschwellen
im Bereich von 35-50 pA. Der fiir die Auslosbarkeit von Vokalisationen empfindliche Bereich be-
gann bei P. discolor im rostralen Teil der AP (Schnitt A, 7812 pum). Hier waren in einem schmalen
dorso-medialen Bereich Vokalisationen mit geringen Stromstiarken von 20-30 pA ausldsbar, die nur
von Ohr- und Nasenblattbewegungen begleitet wurden. Uberhalb pritektaler Strukturen, medial
zum beginnenden PAG bzw. lateral zum beginnenden MGB, waren keine Vokalisationen auslosbar.
Auch in den ventralen Schichten unterhalb pritektaler Strukturen konnten keine Vokalisationen,
jedoch starke Korperbewegungen ausgelost werden. Der fiir die Vokalisationsauslésung empfind-
lichste Bereich der AP war 250 pm weiter caudal, bei 8064 pm in Atlaskoordinaten (Schnitt B), lo-
kalisiert. In einem ventral-medialen Teil der AP von ca. 400 um medio-lateraler und ca. 400 pm
dorso-ventraler Ausdehnung konnten bei 20-30 pA Reizstromstirke Vokalisationen ausgeldst wer-
den, die von leichten Nasenblatt- und Ohrbewegungen begleitet wurden. Medial trennte ein Gebiet
hoherer Ausloseschwellen (35-50 pA) diesen auslosesensiblen Vokalisationsbereich gegeniiber den
beginnenden Strukturen des PAG ab. In den Strukturen des PAG selbst konnten ebenfalls mit
niedrigen Stimulationsstromen (10-20 pA) Vokalisationen ausgelost werden, die sich in ihrer tem-
poralen und spektralen Struktur nicht von in der AP ausgelosten oder spontanen Vokalisationen
unterschieden. Jedoch wurden diese von starken stimuluskorrelierten Korperbewegungen (Fliigel,
Maul, Rumpf) begleitet oder das Tier zeigte starke Bewegungen nach der Reizung.

Lateral wie ventral wurde der préitektale Vokalisationsbereich von Gebieten mit hoheren Auslose-
schwellen umschlossen, jenseits deren Grenzen keine Vokalisationen mehr ausgelost werden konn-
ten. Etwa 160 pum weiter caudal (Schnitt C, 8232 um) war kein klar definierter Bereich niedriger
und hoher Schwellenwerte zur Auslosung einer Vokalisation mehr vorhanden. Es handelte sich um
eine ca. 1000 pm lange bandéhnliche Struktur am medialen Randbereich der AP, in der mit niedri-
gen Stromstéirken (20-30 pA) Vokalisationen ausgeldst werden konnten, die aber von Bereichen mit
hoheren Ausloseschwellen (35-50 pA) durchsetzt waren. Gegeniiber dem Colliculus superior war
dieser Bereich durch ein Gebiet abgetrennt, in dem auch mit hohen Stromstirken (80 pA) keine Vo-

kalisationen ausgeldst werden konnten. Lateral zur Struktur des MGB konnten ebenfalls keine Vo-
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Abbildung 4-4: Stimulationsorte im Bereich der AP

Serie von Nissl-geférbten Frontalschnitten, in denen die fiir die Auslésbarkeit von Vokalisationen empfindli-
chen und unempfindlichen Bereiche der AP dargestellt werden. Die angrenzenden Strukturen sind hier und
in den folgenden Abbildungen der Ubersichtlichkeit halber nicht mehr explizit bezeichnet und entsprechen
denen in Abbildung 4-1.

»*: Stimulationsorte mit Ausléseschwellen von 20 - 30 uA;

*t: Stimulationsorte mit Ausléseschwellen von 35 - 50 uA;

gestrichelter Bereich (grau): unempfindlich fiir die Vokalisationsauslésung;

0, 8: Dialyseorte fir Kaininsaure;
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kalisationen mehr ausgelost werden. Im ventralen Bereich waren hohe Stromstirken (35-50 pA) zur
Auslosung einer Vokalisation notwendig, bzw. wurden auch starke Korperbewegungen mit ausge-
16st. In einem sehr caudalen Teilbereich der AP (Schnitt D; 8400 pm) konnten mit niedrigen Strom-
stairken (20-30 pA) nur noch in einem kleinen dorsalen Randbereich Vokalisationen ausgelost
werden. Zum Colliculus superior hin wurde dieser Bereich wieder durch ein Gebiet ohne Voka-
lisationsauslosbarkeit abgetrennt. Jenseits dieser Grenze fanden sich nun im Colliculus superior Be-
reiche, in denen Vokalisationen ausgelost werden konnten, die sich weder temporal noch spektral
von spontanen Vokalisationen unterschieden. Die Ausldseorte im Colliculus superior lagen im Ver-
gleich zur AP jedoch mehr dorsal und mehr zur Gehirn-Mittellinie hin und konnten dadurch von

pratektalen Ausldseorten unterschieden werden.

4.2.2 Pharmakologische Stimulation

Bei einem Tier wurde an zwei Stellen im caudalen Bereich der AP (siche Abbildung 4-4; Schnitt D)
iber eine Mikrodialyse-Probe Kaininsdure appliziert. Da Kaininséure (Glutamatagonist) nur Zell-
korper und aufgrund fehlender Rezeptoren keine Axone aktiviert, kann auf diese Weise die Auslo-
sung von Vokalisationen durch Stimulierung von durchlaufenden Faserbiindeln ausgeschlossen
werden. Beide Stimulationsorte befanden sich in einem caudalen Bereich der AP. Die Applizierung
von Kaininsdure iiber 30 Minuten fiihrte am ersten, lateral zum medialen Kniehocker gelegenen In-
jektionsort (@, Abb. 4-4) zu keiner Auslosung von Vokalisationen bzw. weiteren Korperbewegun-
gen. Am zweiten, mehr medial gelegenen Injektionsort (@, Abb. 4-4) fiihrte die Applizierung von
Kaininsdure nach 3 Minuten zu Vokalisationen und begleitenden Nasen- und Ohrbewegungen. Das
Tier emittierte mit einer Rate von 7 Hz einzelne Vokalisationen. Abbildung 4-5A zeigt eine durch
die Kaininsdure-Mikrodialyse ausgeldste Vokalisation im Vergleich zu einer spontanen Vokalisa-
tion (Abbildung 4-5 B). Es wurden 24 durch Kaininsdure ausgeldste Vokalisationen untersucht.
Alle ausgeldsten Vokalisationen waren multiharmonisch (4-5 unterscheidbare Harmonische) ab-
wirts frequenzmoduliert und entsprachen den vorher beschriebenen Echoortungsrufen von P. disco-
lor. Bei allen 24 Vokalisationen wurde die Lautdauer gemessen. Die durchschnittliche Dauer der
pharmakologisch ausgeldsten Vokalisationen betrug 0,97 ms (+/- 0,07 ms SA) und war nicht sig-
nifikant unterschiedlich zu spontan emittierten Vokalisationen (Mann-Whitney-U-Test; p = 0,978).
Spektral konnten, aufgrund nicht optimaler Aufnahmebedingungen, nur fiinf Vokalisationen ausge-
wertet werden (20 dB Kriterium, siehe Kapitel 3, Punkt 3.6.2). Mit 21,82 kHz (+/- 1,12 kHz) war

die durchschnittliche Startfrequenz der 1. Harmonischen etwas hoher als die Startfrequenz spontan
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Abbildung 4-5: Spektro-temporale Zusammenstetzung ausgeléster und spontaner Vokalisationen
Spektro-temporale Zusammensetzung einer im caudalen Teil der AP durch Kaininsédure ausgelésten (A) und
einer spontanen (B) Vokalisation von P. discolor. Die ausgeléste Vokalisation hatte wie die spontane
Vokalisation eine Lautdauer von 1,1 ms. Beide Vokalisationen hatten eine identische spektrale Struktur. Sie
waren multiharmonisch (5 unterscheidbare Harmmonische) und abwérts frequenzmoduliert mit dem Bereich
stérkster Energie in der 3. und 4. Harmonischen. Die Intensitéat der ausgeldsten Vokalisation lag bei 70 dB
SPL.

emittierter Vokalisationen. Die durchschnittliche Endfrequenz betrug 13,4 kHz (+/- 1,38 kHz) und
lag im Bereich der Endfrequenz spontan ausgeldster Vokalisationen. Aufgrund der geringen Anzahl

spektral auswertbarer Vokalisationen konnte kein aussagekriftiger statistischer Test durchgefiihrt

werden.
4.3 Elektrophysiologie
4.3.1 Lage akustisch treibbarer Neuronen in der AP

Die Daten zu den elektrophysiologischen Ableitungen stammen von sechs Versuchstieren. Insge-
samt wurde von 72 Einheiten (55 Neuronen (N) / 17 Neuronengruppen (NG, 2-3 Neuronen)) ab-
geleitet. Davon waren 63 Einheiten (50 N / 13 NG) in der AP und Ubergangsbereichen und neun
Einheiten (5 N / 4 NG) im rostro-medialen Teil des SC lokalisiert.

Abbildung 4-6 zeigt Lage und Verteilung akustisch treibbarer Einheiten in der AP und angrenzen
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Abbildung 4-6: Ableitorte im Bereich der AP

Die vier Nissl-geférbten Frontalschnitte decken einen rostro-caudalen préatektalen Bereich von ca. 840 um ab
und zeigen die Lage aller abgeleiteten 72 Neurone bzw. Neuronengruppen. Verglichen mit dem differenzier-
ten Bereich in dem Vokalisationen ausgel6st werden konnten (siehe Abbildung 4-4) war der Bereich in dem
akustisch aktivierbare Neurone charakterisiert werden konnten nach caudal um 200 um ausgedehnt.

den Gebieten. Neuronen bzw. Neuronengruppen, die auf akustische Reize antworteten, wurden in-
nerhalb der AP in einem Bereich von 840 um rostro-caudaler Ausdehnung erfasst (Schnitt A-D;

7812 um — 8652 um in Atlaskoordinaten), der auch die fiir die Vokalisationsauslosung sensiblen
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Bereiche enthielt (vgl. Abbildung 4-4). Ableitpunkte im SC lagen iiberhalb pritektaler Bereiche in

den mittleren bzw. tiefen collicularen Schichten (siehe Schnitt C und D).

4.3.2 Antworten von Neuronen bzw. Neuronengruppen auf akustische Reize

4.3.2.1 Neuronale Antwortmuster

Von den 63 abgeleiteten pritektalen Einheiten zeigten 30 Neuronen ein ,,doppelt-phasisches Ant-
wortmuster (48 %), 13 Neuronen ein phasisches Antwortmuster (20 %) und 20 Neuronen bzw.
Neuronengruppen (32 %) ein tonisches Antwortmuster auf akustische Reize.

Die Abbildung 4-7 stellt die gefundenen Antwortmuster prétektaler Neuronen bzw. Neuronengrup-
pen auf akustische Reize im Vergleich dar. Phasisch antwortende Neuronen (A) reagierten mit einer
priazisen Aktivitit auf den Beginn des akustischen Reizes (,,on-Antwort“).“Doppelt-phasisch* ant-
wortende Neuronen (B) reagierten dhnlich phasisch antwortenden Neuronen mit einer prézisen Ak-
tivitdt (,,on-Antwort®) auf den akustischen Reiz, wobei nach einer zwischen 4-12 ms andauernden
Verzogerung noch ein zweiter phasischer Aktivititsverlauf beobachtbar war. Neuronen mit phasi-
scher bzw. ,,doppelt-phasischer Aktivitdt waren kaum spontanaktiv. Wenn Spontanaktivitit auftrat,
war sie schwach ausgeprigt (< 4 Spike / s).

Im Gegensatz dazu waren Neuronen bzw. Neuronengruppen mit tonischem Antwortverhalten meist
spontanaktiv (3-40 Spikes / s) und auf den akustischen Reiz folgte eine tonische Aktivitét iiber eine
Dauer von 40-50 ms. Danach ging die Aktivitit in die Spontanaktivitét {iber. Ob die Erh6hung der
Aktivitdt auf den Beginn (,,on-Antwort*) oder das Ende des akustischen Reizes (,,off-Antwort®) er-
folgte, konnte in den meisten Féllen nicht eindeutig geklart werden.

Die folgenden Abbildungen zu Antworten prétektaler Neuronen auf akustische Reize behandeln in
erster Linie phasisch bzw. ,,doppelt-phasisch® antwortende Neuronen, da auf diese der grofite Teil

der erhobenen Daten fallt.
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Abb. 4-7: Antwortmuster prétektaler Neuronen bzw. Neuronengruppen

Dot-Raster-Diagramme und korrespondierende PSTH (1 ms Binbreite) neuronaler Antworten von drei Neu-
ronen bzw. Neuronengruppen in der AP auf akustische Reize (iber einen Aufnahmezeitraum von 250 ms.
Die schwarzen Pfeile markieren den Beginn des akustischen Reizes, in diesem Fall einer ca. 1,2 ms dauern-
den aufgezeichneten Vokalisation des Tieres (elektrische Mikrostimulation) die mit einer Verzégerung von
10 ms nach Aufnahmebeginn présentiert wurde. Der akustische Reiz wurde in allen drei Féllen 100 mal dar-
geboten. Es konnten insgesamt drei unterschiedliche Antwortmuster prétektaler Neuronen differenziert wer-
den.

A: Antwort eines Neurons mit phasischem Aktivitdtsmuster. Das Neuron antwortete auf akustischen Reiz
nach einer Latenz von 6 ms .

B: Antwort eines Neurons mit ,doppelt-phasischem*” Aktivitdtsmuster. Das Neuron antwortete auf den akusti-
schen Reiz mit einer phasischen Aktivitét nach einer Latenz von 6 ms, gefolgt von einer phasischen 2. Aktivi-
tat nach einer Verzégerung zur ersten Aktivitdt von 10 ms.

C: Antwort einer Neuronengruppe (zwei Neuronen) mit tonischem Aktivitdtsmuster. Die Neuronengruppe

antwortete auf den akustischen Reiz nach einer Latenz von 40 ms mit einer tonischen Aktivitat (iber 50 ms —
60 ms.
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4.3.2.2 Einteilung der akustisch aktiven Neuronen bzw. Neuronengruppen
Abbildung 4-8 zeigt die Grenzmarkierungen des AP-Bereichs in der Frontalebene bei verschiede-
nen r/c-Koordinaten und die Lage der akustisch treibaren Neuronen bzw. Neuronengruppen aus Ab-

bildung 4-6 im vergroBerten Uberblick.
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Abbildung 4-8: Verteilung der Neuronen bzw. Neuronengruppen beziiglich der drei Antwortmuster
Dargestellt sind die Abgrenzungen der AP aus Abbildung 4-6. Die angrenzenden Strukturen wurden weg-
gelassen. Die rostro-caudale Lage ist in um Atlaskoordinaten angegeben. Die Lage der 72 abgeleiteten Neu-
rone ist in phasisch antwortende (*), ,doppelt-phasisch” antwortende (e) und tonisch antwortende (o) Neu-
rone bzw. Neuronengruppen differenziert.

Im rostralen Teil (A) lagen tonisch antwortende Neuronen bzw. Neuronengruppen nahe der media-
len AP-Grenze, wihrend phasisch und ,,doppelt-phasisch® antwortende Neuronen bis auf einen
kleinen ventralen Teil den {ibrigen prétektalen Bereich bedeckten. Der Bereich tonisch antwortender
Neuronen dehnte sich nach caudal zur AP-Mitte hin aus (B), wihrend phasisch bzw. ,,doppelt-
phasisch® antwortende Neuronen, mit einigen dazwischen liegenden tonisch antwortenden Neuro-
nen bzw. Neuronengruppen, in einem dorso-medialen Band lokalisiert waren. Eine Trennung in
zwel separate Gruppen war hier nicht zu finden. Erst in mehr caudalen Teilen der AP (C) folgte eine
Trennung in zwei separate Gruppen. Phasisch bzw. ,,doppelt-phasisch* antwortende Neuronen la-
gen vermehrt in dorso-medialen Teilen der AP, wihrend tonisch antwortende Einheiten ausschliel3-
lich in einem medialen, bzw. leicht ventralen Bereich zu finden waren. Im duflersten caudalen Teil
der AP (D) traten fast nur noch Neuronen mit ,,doppelt-phasischem® Antwortmuster auf, die die ge-

samte Flache abdeckten.

4.3.2.3 Neuronale Antworten auf Reintone
Alle untersuchten Neuronen bzw. Neuronengruppen in der AP waren durch Reintone aktivierbar.

Abbildung 4-9A zeigt die Aktivitdt eines Neurons mit phasischem Antwortmuster auf acht ver-
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schiedene Reintone im Bereich von 55-90 kHz. Bei einer Frequenz von 60 kHz begann das Neuron

nach einer Latenz von ca. 8 ms aktiv zu werden und diese Aktivitdt stieg bei Erh6hung der Reiz
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Abbildung 4-9: Neuronale Antworten auf Reinténe

Dot-Raster-Diagramme und korrespondierende PSTH’s zweier Neurone mit phasischem (A) und ,doppelt-
phasischem® (B) Antwortmuster.

Die Beschreibung zum Aufbau der Abbildung ist identisch mit den folgenden Abbildungen 3-14, -16, -17, -20
und -21.

Die beiden abgebildeten Dot-Raster-Diagramme zeigen einen Ausschnitt von 40 ms nach Aufnahmebeginn.
Eine Aufnahme bestand aus 8 bis 11 Durchgdngen mit jeweils 10 Wiederholungen pro Durchgang. Rechts
neben den Dot-Raster-Diagrammen sind die PSTH’s zu den einzelnen Durchgéngen (iber den gleichen
Zeitraum dargestelit. Die Binbreite betrdgt 1 ms, die maximale Spikezahl pro Durchgang (Ordinate) sind 10
Spikes / Bin. Ganz rechts wurden die aus den PSTH’s gemessenen Antwortmaxima gegen die jeweilige
Frequenz des Durchgangs aufgetragen. Diese Maxima wurden fiir statistische Tests zwischen den
Reizklassen (Reintone und abwérts frequenzmodulierte Reize) verwendet. Der akustische Reiz ist als
schwarzer Balken unterhalb des jeweiligen Durchgangs eingezeichnet und hatte, ausser wo angegeben,
eine Dauer von 5 ms.
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frequenz kontinuierlich an. Die hochste Aktivitit zeigte das Neuron bei 70 kHz und bei folgenden
Frequenzen fiel diese wieder kontinuierlich ab und ging bei 85 kHz gegen Null. Abbildung 4-9B
zeigt die Aktivitét eines typischen prétektalen Neurons mit ,,doppelt-phasischem® Antworttyp auf
acht verschiedene Reintone im Bereich von 45-80 kHz. Bei 50 kHz wurde das Neuron nach 6 ms
Latenz aktiv. Diese Aktivitit blieb iiber einen Bereich von 20 kHz erhalten, erreichte ein Maximum
bei 60 kHz und fiel bei 75 kHz gegen Null ab. Bei 55 kHz setzte auf den akustischen Reiz eine zur
1. Aktivitdt um 6 ms verzogerte 2. Aktivitdt ein. Deren Verlauf war dhnlich dem der 1. Aktivitit, je-
doch in einem engeren Frequenzbereich von 55-65 kHz. Bei fast allen prétektalen Neuronen und
Neuronengruppen l6ste nicht jeder akustische Reiz eine neuronale Antwort aus. Nur in sechs bis
neun Féllen konnte bei den verwendeten 10 Wiederholungen pro Reiz eine neuronale reiz-
gekoppelte Aktivitdt verzeichnet werden. Neuronengruppen mit tonischem Antwortmuster reagier-
ten auf Reintone vergleichbar mit Neuronen des phasischen und ,,doppelt-phasischen® Antworttyps,
allerdings wiesen sie mit grofBere Latenzen und groBBere Antwortbreiten auf.

Die Latenzen zwischen Einsetzen des akustischen Reizes und der neuronalen Antwort variierten
stark zwischen den Neuronen unterschiedlichen Antwortmusters. Abbildung 4-10 zeigt die Vertei-
lung der Latenzen. Bei tonisch antwortenden Neuronen bzw. Neuronengruppen war das Latenz-
Spektrum iiber einen Bereich von 10-50 ms sehr breit gefachert und der grofBite Teil der gemessenen
Latenzen lag in einem Bereich von 10-19 ms und 30—44 ms. Latenzen phasisch bzw. ,,doppelt-pha-
sisch* antwortender Neuronen waren hingegen ausschlieBlich {iber einen zeitlichen Bereich von 5—
14 ms verteilt. Eine topographische Verteilung der Latenzen innerhalb der AP war nicht zu finden.
Bei 32 der 43 Neuronen mit phasischem bzw. ,,doppelt-phasischem* Antwortmuster konnten Ab-
stimmkurven gemessen werden. Von den 32 Neuronen hatten 11 Neuronen ein phasisches Ant-
wortmuster und 21 ein ,,doppelt-phasisches* Antwortmuster. Bei 17 der 21 Neuronen mit ,,doppelt-
phasischem® Antwortmuster konnte weiter die Abstimmkurve zur zweiten verzogerten Aktivitit ge-
messen werden. Im oberen Diagramm in Abbildung 4-11A sind reizfrequenzabhingig die Inten-
sitdtsschwellenwertewerte (Einzelfrequenzen und Frequenzbénder) aller phasisch antwortenden
Neuronen bzw. der 1. Aktivitdt der ,,doppelt-phasisch® antwortenden Neuronen aufgetragen, bei
denen noch Aktivitdt zu messen war. Im unteren Diagramm sind drei exemplarische Abstimmkur-
ven aus dieser Gruppe dargestellt.

Neuronen mit phasischem Antwortmuster bzw. Neuronen mit ,,doppelt-phasischem‘ Antwortmuster
(1. Aktivitét) hatten beste Frequenzen bis auf eine Ausnahme in einem Bereich von 58-78 kHz. Der

Durchschnitt lag bei 67,0 kHz +/- 7,3 kHz (71,7 kHz +/- 4,8 kHz bei phasisch antwortenden Neuro-
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Abbildung 4-10: Latenzen neuronaler Antworten

Darstellung der Latenzverteilung von Neuronen mit tonischem (weille Balken) und phasischem / ,doppelt-
phasischem® Antwortmuster (schwarze Balken). Als Latenz wurde der Zeitraum von Reizbeginn bis zur
ersten Uberschreitung der Spontanaktivitdt (wenn vorhanden) am Beginn der neuronalen Antwort gemes-
sen. Bei Neuronen mit doppelt-phasischem Antwortmuster war die Latenz der Bereich bis zur 1. Aktivitat.
Die Latenzen sind in 5 ms Intervalle eingeteilt. Der Latenzbereich von phasisch bzw. ,doppelt-phasisch” ant-
wortenden Neuronen liegt in einem Bereich von 5 — 14 ms wobei der Bereich von 5 — 9 ms liberwiegt. Laten-
zen tonisch antwortender Neuronen bzw. Neuronengruppen lagen (iber einen weiten Bereich von 10 —
50 ms verstreut, mit einer Hdufung bei 10 — 19 ms und 30 — 44 ms.

nen; 64,9 kHz +/- 7,9 kHz bei der 1. Aktivitét ,, doppelt-phasisch* antwortender Neuronen). Die
Schwellenwerte lagen zwischen 26 und 80 dB SPL, wobei die Intensititsschwelle im Mittel bei ca.
58,3 dB SPL +/- 16,0 dB SPL (58,3 dB SPL +/- 19,6 dB SPL bei phasisch antwortenden Neuronen;
58,3 dB SPL +/- 14,1 dB SPL bei der 1. Aktivitdt ,,doppelt-phasisch* antwortender Neuronen) lag.
Die Abstimmkurven hatten ausschlieflich einen V-formigen Verlauf. Oberhalb des Schwellenwer-
tes, bzw. des Schwellenfrequenzbandes dehnte sich der exzitatorische Bereich entsprechend der Er-
hohung der Lautstérke des akustischen Reizes zu beiden Seiten kontinuierlich aus.

Abbildung 4-11B zeigt im Vergleich dazu die Schwellenwerte und exemplarischen Abstimmkurven
zur verzdgerten 2. Aktivitdt der ,,doppelt-phasisch® antwortenden Neuronen. Beziiglich ihrer 2.
Aktivitdt befanden sich die besten Frequenzen ,,doppelt-phasisch“antwortender Neuronen ebenfalls
in Bereichen zwischen 58-78 kHz, wobei eine Priaferenz zu niedrigeren Frequenzen zwischen 58-
70 kHz festzustellen war (Abbildung 4-10B oben). Die Intensitdtsschwelle betrug im Mittel 72,1 dB
SPL (+/- 13,0 dB SPL). Die Abstimmkurven waren ebenfalls V-formig mit einer kontinuierlichen
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Abbildung 4-11: Schwellenwerte und Abstimmkurven

A oben: Beste Frequenzen und Schwellenintensitdten in dB SPL, bei denen die Neurone noch aktiv waren.
Dargestellt sind die Schwellenwerte und besten Frequenzen von phasischen bzw. der 1. Aktivitat ,,doppelt-
phasischer” Neuronen.

unten: Exemplarische Abstimmkurven dreier phasisch bzw. ,doppelt-phasisch” antwortender Neuronen.

B Oben / unten: Wie unter Punkt A, jedoch nur Schwellenintensitdten und Abstimmkurven der 2. Aktivitat
Ldoppelt-phasisch” antwortender Neurone.

Ausbreitung des exzitatorischen Bereichs bei Erhohung der Lautstirke. Vergleiche der besten Fre-
quenzen und Intensitdtsschwellen der 1. und 2. Aktivitét ,,doppelt-phasisch* antwortender Neuro-
nen zeigten, dass die besten Frequenzen zwischen 1. und 2. Aktivititen nicht signifikant unter-
schiedlich waren. Beziiglich der Intensitét lagen die Schwellenwerte, an denen noch eine zweite
Aktivitit des Neurons gemessen werden konnte, aber signifikant hoher (p < 0,05) als die Schwel-
lenwerte, an denen noch eine erste Aktivitdt des Neurons gemessen werden konnte. Abbildung 4-

12A und B zeigen die aus den Abstimmkurven berechneten Q;oqs-Werte. Der Qjoqs-Wert ist der
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Quotient aus der besten Frequenz eines Neurons durch das Frequenzband 10 dB {iberhalb der
Schwellenintensitit innerhalb der Abstimmkurve. Der Q;o4s-Wert stellt ein MaB fiir die Filtereigen-
schaft eines Neurons dar (Neuweiler, 1993). Q,o4-Werte phasisch bzw. ,,doppelt-phasisch* ant-
wortender Neuronen (1. Aktivitit) und speziell die der 2. Aktivititen ,,doppelt-phasisch* antworten-

der Neuronen lagen zum grof3ten Teil im Bereich von 1-10 wéahrend Q;oqs-Werte im Bereich von
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Abbildung 4-12: Q44 4s -Werte

Insgesamt konnten 49 Abstimmkurven gemessen werden. Aus 38 Kurven konnten die Qq, 4s-Werte berech-
net werden. Bei 11 Kurven konnte aufgrund von hohen Schwellenwerten bei der bF die Bandbreite 10 dB
Uiber der Schwelle nicht gemessen werden.

A: oben: Qq gg-Werte der phasisch und ,doppelt-phasisch® (1. Aktivitdt) antwortenden Neuronen. Die
meisten Q4 4g-Werte liegen in einem Bereich von 1- 10. Werte zwischen 11 — 20 sind nur vereinzelt zu
finden.

unten: Qqo 4g-Werte sind in dieser Darstellung gegen die beste Frequenz aufgetragen. Die Q¢ 4g-Werte sind
homogen (iber den ganzen Frequenzbereich verteilt, in dem préatektale Neuronen Aktivitat zeigen.

B: oben / unten: wie unter Punkt A, jedoch nur Q4 4s-Werte der 2. Aktivitét ,doppelt-phasisch” antwortender
Neurone. Die Q4o 4s-Werte scheinen zu héheren besten Frequenzen leicht anzusteigen.
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11-20 im Vergleich dazu sehr selten auftraten. Qoqs-Werte groBBer als 21 konnten in der AP nicht
gemessen werden.

Die Position der 32 Neuronen mit besten Frequenzen (1. und 2. Aktivitdt) im Bereich der AP zeigt
Abbildung 4-13. In rostro-medianen Teilen der AP (A und B) schienen iiberwiegend Neurone mit
hoheren besten Frequenzen lokalisiert zu sein (67,5 kHz +/- 9,3 kHz), wéhrend im mehr caudalen
Bereichen (C und D) Neuronen mit niedrigeren besten Frequenzen (62,5 kHz +/- 4,6 kHz und
65,2 kHz + 4,8 kHz) lokalisiert waren. Ein Vergleich der besten Frequenzen innerhalb der ver-
schiedenen r/c-Ebenen untereinander ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied. Eine klare to-

pographische Frequenzverteilung innerhalb der AP konnte damit nicht gesichert werden.
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Abbildung 4-13: Frequenzverteilung innerhalb der AP

Lagepunkte und dazugehérende beste Frequenzen prétektaler Neuronen. Bei Neuronen mit zwei Fre-
quenzangaben handelt es sich um Neuronen mit ,,doppelt-phasischem*” Antwortmuster und zwei besten Fre-
quenzen. Unterhalb der AP-Abgrenzungen ist die Anzahl und Verteilung gefundenen besten Frequenzen der
Jeweiligen Abgrenzung eingetragen. Im Abgrenzungsbereich B ist die beste Frequenz von 44 kHz in der Ver-
teilungsabbildung nicht angefiihrt Die rostro-caudale Lage ist in um Atlaskoordinaten unterhalb der einzelnen
Markierungen angegeben.

4.3.2.4 Neuronale Antworten auf abwirts frequenzmodulierte Reize

Alle untersuchten Neuronen bzw. Neuronengruppen in der AP reagierten auf abwirts frequenz-
modulierte Reize. Abbildung 4-14A zeigt die Aktivitéit des gleichen pritektalen Neurons wie unter
Punkt 4.3.2.3 und Abbildung 4-9 beschrieben auf verschiedene abwirts frequenzmodulierte Reize
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mit acht Mittenfrequenzen im Bereich von 50-85 kHz. Bei einer Mittenfrequenz von 55 kHz begann
das Neuron aktiv zu werden und diese Aktivitit stieg bei Erhohung der Reizfrequenz an. Bei
60 kHz erreichte das Neuron die hochste Aktivitit. Auch bei frequenzmodulierten Reizen hatte

nicht jeder akustische Reiz im Bereich der besten Reizfrequenz eine Aktivitit zur Folge. Der grofite
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Abbildung 4-14: Neuronale Antworten auf abwérts frequenzmodulierte Reize

Dot-Raster-Diagramme und korrespondierende PSTH der Antworten der gleichen zwei Neuronen aus Abbil-
dung 4-8 auf abwérts frequenzmodulierte Reize. Die Reize hatten bei beiden Aufnahmen eine Lédnge von

5 ms und einen negativen Frequenzhub (e F) von 20 kHz.

A: Antwort des Neurons mit phasischem Aktivitdtsmuster auf acht abwiérts frequenzmodulierte Reize mit

einem Mittenfrequenzbereich von 50 bis 85 kHz.

B: Antwort des Neurons mit ,doppelt-phasischem” Aktivitdtsmuster auf acht abwérts frequenzmodulierte
Reize mit einem Mittenfrequenzbereich von 40 bis 75 kHz. Sonstige Darstellungsparameter wie in Abbildung

4-8.
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Teil der pritektalen Neuronen und Neuronengruppen zeigte bei den 10 Wiederholungen pro Reiz-
frequenz in besten Bereichen eine Aktivitit auf 6-9 der 10 Reizprisentationen.

Abbildung 4-14B zeigt die Aktivitit des gleichen unter Punkt 4.3.2.3 beschriebenen ,,doppelt-pha-
sisch* antwortenden Neurons auf acht verschiedene abwiérts frequenzmodulierte Reize im Bereich
von 40-75 kHz. Bei 50 kHz wurde das Neuron aktiv und diese erste Aktivitdt zog sich iiber einen
Bereich von 15 kHz, erreichte ithr Maximum bei 60 kHz und fiel bei 65 kHz stark ab. Bei 55 kHz
setzte bei diesem Neuron wieder parallel eine verzogerte zweite Aktivitit auf den akustischen Reiz
ein. Der Antwort-Verlauf war dem der ersten Aktivitdt dhnlich, die Verzogerung lag in einem Be-

reich von 6 ms.

4.3.2.5 Vergleiche neuronaler Aktivititen

Insgesamt wurden von 53 Neuronen bzw. Neuronengruppen (40 Neuronen mit phasischem bzw.
»doppelt-phasischem* Antwortmuster / 13 Neuronengruppen mit tonischem Antwortmuster) die
maximalen Antworten auf Reintone und abwiértsfrequenzmodulierte Reize miteinander verglichen
(Wilcoxon-Test).

Sechs Neuronen bzw. Neuronengruppen (11,3 %; zwei phasisch antwortende Neuronen und vier to-
nisch antwortende Neuronengruppen) zeigten einen signifikanten Unterschied (p < 0.05) in der neu-
ronalen Aktivitdt beziiglich beider Reizklassen. Alle sechs Neuronen bzw. Neuronengruppen
wiesen eine signifikant stirkere Aktivitidt auf Reintdne als auf abwérts frequenzmodulierte Reize
auf. Alle anderen Neuronen bzw. Neuronengruppen (88,7 %) zeigten auf die beiden Reizklassen

eine vergleichbare neuronale Aktivitit.

4.3.3. Neuronale Antworten auf unterschiedliche Reizdauern

37 der 63 Neuronen bzw. Neuronengruppen wurden auf ihre Selektivitit fiir eine bestimmte Reiz-
dauer untersucht. Als akustische Reize dienten die jeweiligen sRT’s bzw. sFM’s (stirkste Rein-
tonfrequenz bzw. stirkste Mittenfrequenz; siche auch Kapitel 3; Punkt 3.3.2.5.2) der untersuchten
Neuronen. 26 der 37 Neuronen (70,2%) hatten ein ,,doppelt-phasisches* Antwortmuster, sieben der
37 Neuronen hatten ein phasisches Antwortmuster und vier der Neuronen hatten ein tonisches Ant-
wortmuster.

Eine Selektivitdt war gegeben, wenn das Aktivititsmaximum auf eine bestimmte Reizdauer oder
eine Folge von Reizdauern gegeniiber den Aktivitdtsmaxima kiirzerer oder langerer Reizdauern um
mehr als 50 % erhoht war, bzw. die Aktivitdtsmaxima kiirzerer oder ldngerer Reizdauern um mehr

als 50 % gegeniiber einer bestimmten Reizdauer oder Folge von Reizdauern erniedrigt waren
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(Ehrlich et al., 1997; Galazyuk and Feng, 1997; Fuzessery and Hall, 1999; Casseday et al., 2000).
Anhand dieses verwendeten Kriteriums konnten bei allen 37 getesteten Neuronen bzw. Neuronen-
gruppen Verdnderungen der neuronalen Aktivitit in Abhidngigkeit von der Reizdauer auf Reintone
und / oder abwirts frequenzmodulierte Reize beobachtet werden. Abbildung 4-15 zeigt die Lage der

auf Reizdauerabhédngigkeit untersuchten 37 Neuronen in den r/c-Ebenen der AP.
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Abbildung 4-15: Lagepunkte der auf Reizdauer untersuchten Neurone

Lagedarstellung der auf die Reizdauer getesteten Neuronen im prétektalen Bereich. Unter den einzelnen Ab-
bildungen ist die rostro-caudale Lage in um Standardatlaskoordinaten angegeben. Alle der untersuchten
Neurone zeigten auf Reinténe und / oder abwérts frequenzmodulierte Reize eine Aktivitédtsverdnderung be-
zliglich der Reizdauer.

Es konnten fiinf unterschiedliche Reizdauercharakteristiken (Punkt i — v) in der Aktivitdt pratektaler
Neuronen bzw. Neuronengruppen beobachtet werden, die in den Abbildungen 4-16 und 4-17 darge-
stellt sind.

(i.) Neuronen bzw. Neuronengruppen antworteten maximal auf die kiirzeste prasentierte Reizdauer
und die Antworten auf groere Reizdauern fielen auf Werte um weniger als 50 % der Maximalant-
wort ab (1. Aktivitit in Abbildung 4-16A und 1. Aktivitdt in Abbildung 4-16B). Diese Neuronen
zeigten in ihrer neuronalen Antwort eine Kurzzeit- oder S-Charakteristik. Diese Art der neuronalen
Aktivierung konnte nur beobachtet werden, wenn als akustischer Reiz ein abwirts frequenz-
modulierter Reiz (sFM) gewihlt wurde.

(ii.) Neuronen bzw. Neuronengruppen antworteten maximal auf eine bestimmte Reizdauer und die
Antworten auf Reizdauern unter- bzw. tiberhalb dieser Reizdauer fielen auf Werte < 50 % der
Maximalantwort ab (2. Aktivitit in Abbildung 4-16A und 1. Aktivitit in Abbildung 4-17B). Diese
Neuronen bzw. Neuronengruppen zeigten in ihrer neuronalen Antwort eine Zeitband- oder B-Cha-

rakteristik.
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Abbildung 4-16: Abhédngigkeit von der Reizdauer (abwiérts frequenzmodulierte Reize)

Dargestellt sind die neuronalen Aktivitdten zweier Neurone mit ,doppelt-phasischem* Antwortmuster auf ab-
wérts frequenzmodulierte Reize unterschiedlicher Dauer. In den jeweiligen Durchgéngen ist die Reizdauer
am linken Rand des Dot-Raster-Diagramms angegeben. Am rechten Bildrand ist fiir beide Neurone die An-
zahl der Spikes pro Zeitfenster gegen die Reizdauer aufgetragen

A: Antwort eines Neurons auf einen abwérts frequenzmodulierten Reiz mit einer Mittenfrequenz von 65 kHz
und einem negativen Frequenzhub von 20 kHz. Nach einer Latenz von 7 ms zeigte das Neuron bei der kiir-
zesten préasentierten Reizdauer die héchste Aktivitét, die dann bei folgenden Reizdauern kontinuierlich abfiel
und bei Reizdauern oberhalb von 10 ms nicht mehr vorhanden war. Ab einer Reizdauer von 4 ms war eine
ca. 5 ms versetzte zweite Aktivitét beobachtbar, die bei 6 ms Reizdauer ihr Maximum hatte und zu héheren
Reizdauern wieder abfiel. Beziiglich der 1. Aktivitét zeigte das Neuron eine S-Charakteristik, wéhrend die 2.
Aktivitadt eine B-Charakteristik aufwies.

B: Antwort eines Neurons auf einen abwérts frequenzmodulierten Reiz mit einer Mittenfrequenz von 65 kHz
und einem negativen Frequenzhub von 20 kHz. Bei einer Reizdauer von 2 ms zeigte das Neuron nach 6 ms
Latenz die héchste Aktivitét, die bei folgenden steigenden Reizdauern stetig geringer wurde und ab einer
Reizlénge von 8 ms gegen Null ging. Ab einer Reizdauer von 4 ms zeigte das Neuron eine beginnende 2.
Aktivitét, die bei 6 ms Reizdauer ihr Maximum hatte und zu héheren Reizldngen abfiel und bei einer Reiz-
dauer von 14 ms eine sehr geringe Aktivitét zeigte. Bei der folgenden Reizdauer von 16 ms erhéhte sich die
Aktivitdt aber wieder um mehr als das Doppelte und fiel bei der folgenden Reizdauer von 18 ms wieder um
mehr als die Hélfte ab. Das Neuron zeigte bezliglich der 1. Aktivitdt wie das andere Neuron eine S-Cha-
rakteristik, wéhrend die 2. Aktivitdt mit den zwei getrennten Aktivitdtsmaxima eine M-Charaktersitik aufwies.
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Abbildung 4-17: Abhédngigkeit von der Reizdauer (Reinténe)

Dargestellt sind die neuronalen Aktivitdten zweier Neurone mit doppelt-phasischem Antwortmuster auf Rein-
téne unterschiedlicher Dauer. In den jeweiligen Durchgéngen ist die Reizdauer am linken Rand des Dot-
Raster-Diagramms angegeben. Am rechten Bildrand ist fiir beide Neurone die Anzahl der Spikes pro Zeit-
fenster gegen die Reizdauer aufgetragen.

A: Antwort eines Neurons auf einen Reinton mit einer Frequenz von 70 kHz. Nach einer Latenz von 6 ms
antwortete das Neuron mit gleichbleibender Aktivitdt auf den akustischen Reiz unabhdngig von der Dauer
des Reizes. Ab einer Reizdauer von 5 ms zeigte das Neuron eine ansteigende 2. Aktivitét bis zu einer Reiz-
ldnge von 8 ms, die zu héheren Reizdauern wieder etwas abnahm und folgend anndhernd konstant blieb.
Bezliglich der 1. Aktivitéat zeigte das Neuron keine Abhéngigkeit von der Reizdauer, wéhrend die 2. Aktivitat
eine L-Charakteristik aufwies.

B: Antwort eines Neurons auf einen Reinton mit einer Frequenz von 65 kHz. Das Neuron zeigte in seiner 1.
Aktivitdt bei Reizdauern bis 6 ms schwankende Werte. Ab einer Reizdauer von 7 ms stieg die Aktivitat an
und erreichte bei 8 ms ihr Maximum. Bei der folgenden Reizdauer von 10 ms brach die 1. Aktivitédt des Neu-
rons wieder um mehr als die Hélfte ein und blieb bei folgenden Reizdauern weiter gering. Ab einer Reiz-
dauer von 3 ms zeigte das Neuron eine 2. Aktivitét, die tber eine Folge von Reizdauern kontinuierlich erhal-
ten blieb und ab einer Reizdauer bei 7 ms um mehr als die Hélfte abnahm. Erst ab einer Reizdauer von 10
ms stieg die Aktivitdt wieder um mehr als das Doppelte an und fiel bei einer Reizdauer von 12 ms wieder
stark ab. Beziiglich der 1. Aktivitdt zeigte das Neuron eine B-Charakterisitik, wéhrend die 2. Aktivitdt des
Neurons eine M-Charakteristik aufwies.
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(iii.) Neuronen bzw. Neuronengruppen zeigten bei kurzen akustischen Reizen keine Aktivitit und
begannen erst ab einer bestimmten Reizdauer zu antworten. Die Stirke der Antwort der Neuronen
bzw. Neuronengruppen erhohte sich kontinuierlich mit der Reizdauer und erreichte bei groferen
Reizdauern einen Plateauwert oder stieg kontinuierlich bis zur grofiten getesteten Reizdauer an (2.
Aktivitdt in Abbildung 4-17A). Diese Neuronen zeigten eine Langzeit- oder L-Charakteristik.

(iv.) Neuronen bzw. Neuronengruppen zeigten im Rahmen der prisentierten akustischen Reize un-
terschiedlicher Dauer mehrere bevorzugte Reizdauern. Die Stirke der neuronalen Antwort unter-
bzw. iiberhalb der jeweiligen bevorzugten Reizdauern war um mehr als 50 % erniedrigt (2. Aktivitét
in Abbildung 4-16B und 2. Aktivitit in Abbildung 4-17B). Diese Neuronen bzw. Neuronengruppen
zeigten eine multiple Charakteristik oder M-Charakteristik.

(v.) Neuronen bzw. Neuronengruppen zeigten keinerlei von der Reizdauer abhingige Aktivitét (1.

Aktivitit in Abbildung 4-17A).

4.3.3.1 »Doppelt-phasisch® antwortende Neuronen

Alle 26 Neuronen mit ,,doppelt-phasischem Antwortmuster zeigten in ihrer neuronalen Antwort
auf die akustischen Reize in der 1. und / oder 2. Aktivitét eine Selektivitét fiir eine bestimmte Reiz-
dauer. Besonders die 2. Aktivitit der untersuchten Neuronen war stark von der Reizdauer abhéngig.
Abbildung 4-18A und B zeigen die beobachteten Reizdauercharakteristiken innerhalb der 1. Aktivi-
tdit (A) und 2. Aktivitit (B) ,,doppelt-phasisch® antwortender Neuronen. Mit Reintdnen unter-
schiedlicher Dauer wurden 25 der 26 Neuronen getestet. Dabei verdnderte sich die 1. Aktivitdt von
18 der 25 Neuronen (72 %), wihrend sie bei acht Neuronen unveréndert blieb. 12 der 18 Neuronen
zeigten eine M-Charakteristik, wihrend sechs Neuronen eine B-Charakteristik zeigten. Innerhalb
der 2. Aktivitét lieBen sich bei allen 25 Neuronen (100 %) Aktivititsverdnderungen beziiglich der
Reizdauer beobachten. Neun der 25 Neuronen zeigten eine L-Charakteristik, acht eine B-Cha-
rakteristik und acht eine M-Charakteristik.

Mit abwirts frequenzmodulierten Reizen unterschiedlicher Dauer wurden 22 der 26 Neuronen ge-
testet. 14 der 22 Neuronen (63,6 %) zeigten Verdnderungen in der 1. Aktivitét bei unterschiedlichen
Reizdauern, wihrend sie bei acht Neuronen unveriandert blieb. Acht der 14 Neuronen zeigten eine
M-Charakteristik, zwei Neuronen eine B-Charakteristik und vier Neuronen eine S-Charakteristik.
Innerhalb der 2. Aktivitét lieBen sich bei 20 der 22 Neuronen (90,9 %) Aktivititsverdnderungen be-

ziiglich der Reizdauer beobachten, wahrend zwei Neuronen keine Verdnderungen zeigten. Neun der
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20 Neuronen zeigten eine B-Charakteristik, neun eine L-Charakteristik, ein Neuron zeigte eine M-

Charakteristik und ein Neuron eine S-Charakteristik.

4.3.3.2 Phasische Neuronen

Mit Reintonen unterschiedlicher Dauer wurden alle sieben Neuronen getestet. Fiinf Neuronen
zeigten eine M-Charakteristik in ihrer neuronalen Aktivitdit widhrend zwei Neuronen keine
Aktivititsverdnderungen zeigten. Mit abwirts frequenzmodulierten Reizen unterschiedlicher Dauer
wurden sechs der sieben Neuronen getestet. Zwei zeigten in ihrer neuronalen Aktivitét eine B- Cha-

rakteristik, zwei zeigten L-Charakteristik und zwei eine M-Charakteristik.

Anzahl Anzahl
12 4 12 4
10 1 10

8 8

6+ 6

4+ 4

2 2

0 Aktivitats- 0+ Aktivitats-

S B M L nRs kS charakterisitk S B M L nRs kS charakterisitk

Anzahl Anzahl
10 10 4

9 — 9

8 8-

7 — r— 74
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4 4

3 3

2 H 24
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0 S D 0

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Abbildung 4-18: Verteilung der Aktivitatscharakteristiken und bevorzugten Reizdauern

S: S-Charakteristik; B: B-Charakteristik; M: M-Charakteristik; L: L-Charakteristik; nRs: nicht auf die Reiz-
dauer selektiv; kS: nicht auswertbar;

weiBBe Balken: mit Reintbnen getestete Neuronen; schwarze Balken: mit abwérts frequenzmodulierten
Reizen getestete Neuronen.

Dargestellt ist die Ein- und Verteilung der neuronalen 1. (A) und 2. (B) Aktivitdten der 26 untersuchten ,dop-
pelt-phasisch® antwortenden Neurone beziiglich der beobachteten Reizdauercharaktistiken. Die bevorzugten
Reizdauern aller Neurone liegen bei Reinténen (C), soweit charakterisiert, in einen Bereich von 2 — 11 ms.
Bei abwiérts frequenzmodulierten Reizen (D) liegen die bevorzugten Reizdauern etwas h6her zwischen 2 —
16 ms, wobei sich auch hier ein Grol3teil der bevorzugten Reizdauern in einem Bereich von 2 — 8 ms be-
findet
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4.3.3.3 Tonische Neuronen

Auf Reintone unterschiedlicher Dauer wurden alle vier Neuronen bzw. Neuronengruppen getestet.
Ein Neuron bzw. Neuronengruppe zeigte eine B-Charakteristik und drei eine M-Charakteristik. Auf
abwirts frequenzmodulierte Reize wurden zwei der vier Neuronen bzw. Neuronengruppen getestet.

Ein Neuron bzw. Neuronengruppe zeigte eine B-Charakteristik und ein Neuron bzw. Neuronen-

gruppe zeigte eine L-Charakteristik.

4.3.3.4 Bevorzugte Reizdauern

Abbildungen 4-18C und D zeigen die bevorzugten Reizdauern der getesteten Neuronen innerhalb
der AP bei Reintonen (C) und abwirts frequenzmodulierten Reizen (D). Bevorzugte Reizdauern
wurden innerhalb der S-, B- und M-Charakteristiken ermittelt, da Neuronen, die in ihrer Antwort
eine L-Charakteristik zeigten, keine bevorzugte Reizdauer aufwiesen. Die bevorzugten Reizdauern
lagen bei Reintonen in einen Bereich von 2—-11 ms und bei abwirts frequenzmodulierten Reizen

etwas hoher zwischen 2—16 ms, wobei ein Grofteil in einem Bereich von 2—8 ms zu finden war.

4.3.4 Neuronale Antworten auf Doppelreize

22 der 63 Neuronen bzw. Neuronengruppen (17 Neuronen mit ,,doppelt-phasischem* Antwortmus-
ter, vier Neuronen mit phasischem Antwortmuster und eine Neuronengruppe mit tonischem Ant-
wortmuster) wurden mit Doppelreizen getestet. Die tonisch antwortende Neuronengruppe zeigte
keine Reaktion auf die Doppelreize. Acht der 17 Neuronen mit ,,doppelt-phasischem™ Ant-

wortmuster sowie ein Neuron mit phasischem Antwortmuster zeigten eine eindeutige Reaktion auf
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Abbildung 4-19: Lage der auf Doppelreize sensiblen Neurone

Dargestellt sind ist die Lage der Neurone, die mit Doppelreizen getestet wurden. Schwarz markierte Neurone
reprédsentieren durch Doppelreize aktivierbare Neurone, wédhrend die anderen Neurone keine speziellen Re-
aktionen auf diese Reize zeigten. Unterhalb der einzelnen Abbildungen ist die rostro-caudale Lage in um

Atlaskoordinaten angegeben.
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Doppelreize. Abbildung 4-19 zeigt die Lage der mit Doppelreizen getesteten priatektalen Neuronen
im Uberblick. Die durch Doppelreize aktivierbaren Neuronen waren iiber die gesamte rostro-cau-

dale Ausdehnung der AP verteilt.

4.3.4.1 »Doppelt-phasisch® antwortende Neuronen

Abbildung 4-20A zeigt die Antwort eines Neurons auf eine Reihe von Doppelreizen mit verschiede-
nen Interstimulusintervallen. Drei der acht Neuronen antworteten in dieser Art auf Doppelreize. Auf
den 1. Reiz antwortete das Neuron mit einer konstanten Aktivitdt nach 8 ms Latenz. Auf den zum 1.
Reiz verzdgerten Beginn des 2. Reizes zeigte das Neuron eine 2. Aktivitit fiir Interstimulusinter-
valle von 3,2 und 5,4 ms mit einem Antwortmaximum bei 5,4 ms. Léngere Interstimulusintervalle
als 5,4 ms fiihrten zu keiner Antwort auf den zweiten Reiz. Die Latenz bis zum Auftreten der 2. Ak-
tivitdt war bei dieser Gruppe konstant zum Beginn des Doppelreizes gekoppelt. Die Antwort eines
anderen pritektalen Neurons zeigt Abbildung 4-20B. Vier der acht Neuronen antworteten in dieser
Art auf die prisentierten Doppelreize. Ahnlich dem unter (A) beschriebenen Neuron antwortete
dieses Neuron auf den 1. Reiz mit einer 1. Aktivitdt nach ca. 7 ms Latenz. Auf den zum 1. Reiz ver-
zOgerten Beginn des 2. Reizes zeigte das Neuron eine 2. Aktivitdt fiir Interstimulusintervalle von
7,6 und 9,8 ms mit einem Antwortmaximum bei 9,8 ms. Langere Interstimulusintervalle als 9,8 ms
fiihrten zu keiner Antwort auf den 2. Reiz. Im Gegensatz zum oben (A) beschriebenen Neuron war
hier die 2. Aktivitit an den 2. Reiz gekoppelt, was sich in einer Verschiebung der Latenz aus-
driickte.

Abbildung 4-20C zeigt die Antwort eines weiteren Neurons des ,,doppelt-phasischen® Antworttyps.
Dieses Aktivititsmuster konnte nur bei diesem einen Neuron gemessen werden. Auf den 1. Reiz
antwortete dieses Neuron dhnlich den vorher beschriebenen Neuronen mit einer konstanten Aktivi-
tdt nach ca. 7 ms Latenz. Die 2. Aktivitit des Neurons war jedoch unabhingig vom 2. Reiz eben-
falls an den Beginn des Doppelreizes gekoppelt und zeigte keine Verdnderung beziiglich unter-
schiedlicher Interstimulusintervalle. Ab einer Verzdgerung des 2. Reizes von 9,8 ms trat bei diesem

Neuron mit einer Latenz von 12-14 ms ein dritter Aktivititsverlauf auf, der dem 2. Reiz folgte.
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Abbildung 4-20: Legende siehe Seite 50
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Abbildung 4-20 Legende: Neuronale Antworten auf Doppelreize (Aktivitdétsmuster)

Darstellung neuronaler Antworten auf Doppelreize dreier unterschiedlicher ,doppelt-phasisch* antwortender
Neuronen. In den jeweiligen Durchgéngen ist das Interstimulusintervall zum Beginn des zweiten Reizes am
linken Rand des Dot-Raster-Diagramms angegeben. Am rechten Rand sind die maximalen Antworten gegen
die Interstimulusintervalle aufgetragen (fiir diese Darstellung wurde die maximale Spikezahl mit einer Bin-
breite von 2 ms ermittelt). Der 2. Reiz wurde bei allen drei Aufnahmen um 10 dB SPL beziiglich des 1.
Reizes abgeschwécht. Der negative Frequenzhub bei allen abwérts frequenzmodulierten Reizen lag bei 20
kHz

A: Antwort eines Neurons auf eine Serie von Doppelreizen mit unterschiedlichen Interstimulusintervallen. Die
beiden abwértsfrequenzmodulierten Reize hatten eine Mittenfrequenz von 75 kHz. Drei von acht ,doppelt-
phasisch” antwortenden Neuronen zeigten dieses Antwortverhalten

B: Antwort eines Neurons auf eine Serie von Doppelreizen mit unterschiedlichen Interstimulusintervallen. Die
beiden abwértsfrequenzmodulierten Reize hatten eine Mittenfrequenz von 70 kHz. Vier von acht ,doppelt-
phasisch” antwortenden Neuronen zeigten dieses Antwortverhalten

C: Antwort eines Neurons auf eine Serie von Doppelreizen mit unterschiedlichen Interstimulusintervallen. Die
beiden abwértsfrequenzmodulierten Reize hatten eine Mittenfrequenz von 65 kHz. Nur dieses eine der acht
Lsdoppelt-phasisch” antwortenden Neurone zeigte dieses spezielle Antwortverhalten.

4.3.4.2 Phasisch antwortende Neuronen

Abbildung 4-21 zeigt die gemessenen Aktivitidten des einen phasisch antwortenden Neurons. Bei
Doppelreizen mit Interstimulusintervallen von 5,4 bis 12,1 ms wurde das Neuron aktiviert mit
einem Antwortmaximum bei 9,8 ms (B). Langere Interstimulusintervalle fithrten zu keiner weiteren
Aktivierung. Die Aktivierung dieses Neurons war auf den 2. Reiz gekoppelt, was zur Verschiebung
der Latenz fiihrte. Bei diesem Neuron konnte zusdtzlich noch die Intensitdt des 2. Reizes variiert
werden. Wurde der 2. Reiz gegeniiber dem 1. Reiz nicht attenuiert, d.h. beide Reize hatten die
gleiche Intensitét, so wurde die neuronale Aktivitit vermindert (A).War der 2. Reiz gegeniiber dem

1. Reiz um 20 dB attenuiert, wurde die neuronale Aktivitét ebenfalls vermindert (C).

Abbilldung. 4-21 siehe Seite 51

Legende: Neuronale Antworten auf Doppelreize (Intensitdtsverhéltnisse)

Darstellung neuronaler Antworten auf Doppelreize eines phasisch antwortenden Neurons mit drei ver-
schiedenen Intensitédtsverhéltnissen von 1. und 2. Reiz. In den jeweiligen Durchgéngen ist das Inter-
stimulusintervall zum Beginn des zweiten Reizes am linken Rand des Dot-Raster-Diagramms angegeben.
Am rechten Rand (D) sind die maximalen Antworten zum jeweiligen Intensitdtsverhéltnis von 1. zu 2. Reiz
gegen die Interstimulusintervalle aufgetragen (fiir diese Darstellung wurde analog zu Abbildung 4-20 die
maximale Spikezahl fiir eine Binbreite von 2 ms ermittelt). Der abwérts frequenzmodulierte Reiz hatte eine
Mittenfrequenz von 60 kHz und einen negativen Frequenzhub von 20 kHz

A: Der 2. Reiz war gegeniiber dem 1. Reiz nicht abgeschwécht

B: Der 2. Reiz war gegentliber dem 1. Reiz um 10 dB SPL abgeschwécht.

C: Der 2. Reiz war gegentiber dem 1. Reiz um 20 dB SPL abgeschwécht
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Abbildung 4-21: Legende siehe Seite 50
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® Intensitatsverhaltnis 1. / 2. Reiz: 95/75 dB SPL (C)
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4343 Bevorzugte Interstimulusintervalle bei Doppelreizen

Abbildung 4-22 zeigt die Verteilung der bevorzugten Interstimulusintervalle im Uberblick. Die
untersuchten kombinationssensitiven pritektalen Neuronen zeigten auf Doppelreize eine eindeutige
Reaktion, wenn die Interstimulusintervalle in einem Bereich von 3,2 bis 9,8 ms lagen mit einem
Schwerpunkt im Bereich von 5,4 ms. Unter Einbeziehung der Schallgewindigkeit in Luft wiirden

die gemessenen Interstimulusintervalle Objekt- bzw. Zielentfernungen von 54 bis 166 cm kodieren.

Anzahl
Neurone

5,
4 -

3,

1 32 54 76 98 121 143 165 187 21

Interstimulusintervalle [ms]

Abbildung 4-22: Neuronale Antworten auf Doppelreize (Interstimulusintervalle)

Dargestellt sind die gemessenen bevorzugten Interstimulusintervalle der durch Doppelreize aktivierbaren
Neurone. Die im prétektalen Bereich mit Doppelreizen getesteten Neurone hatten bevorzugte Interstimulus-
intervalle zwischen 3,2 und 9,8 ms mit einem Maximum bei 5,4 ms.

4.3.5 Neuronale Antworten im Colliculus superior

Der Colliculus superior wurde als angrenzendes Gebiet zur pratektalen Region nicht systematisch
untersucht. Die Eigenschaften einiger Neuronen sollen zum Vergleich zu pritektalen Neuronen je-
doch kurz dargestellt werden.

Insgesamt wurde von neun Neuronen im Bereich des Colliculus superior abgeleitet. Vier Neuronen
hatten ein tonisches Antwortmuster und lagen in einem als rostro-medialer Bereich des Colliculus
superior definierten Bereich (sieche Abbildung 4-6C). Die vier tonisch antwortenden Neuronen
konnten nur anhand ihrer Lage als Neuronen bzw. Neuronengruppen dieses Bereichs bestimmt wer-
den. Alle vier Neuronen zeigten tonisch antwortenden pritektalen Neuronen dhnliche Aktivierungs-
muster auf Reintdne und abwirts frequenzmodulierte Reize mit Latenzen von 10-30 ms. Im Unter-

schied zu Neuronen bzw. Neuronengruppen der AP lagen sie in geringerer Tiefe bzw. in einem zu
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den Grenzen der AP dorsalen Bereich.

Mehr caudal (sieche Abbildung 4-6D), im gut abzugrenzenden Bereichen des Colliculus superior,
konnte von fiinf Neuronen abgeleitet werden, die alle ein phasisches Antwortmuster zeigten. Keines
dieser phasisch antwortenden Neuronen zeigte ein ,,doppelt-phasisches” Antwortverhalten. Die
Neuronen antworteten sowohl auf Reintdne als auch auf abwirts frequenzmodulierte Reize und
hatten Latenzen von 5 ms. Auf akustische Reize unterschiedlicher Dauer war ein Neuron selektiv.
Es zeigte eine B-Charakteristik. Von allen fiinf Neuronen konnten die Abstimmkurven gemessen
werden. Vier der fiinf Neuronen zeigten V-formige Abstimmkurven und hatten Intensititsschwellen
von 35 dB SPL +/- 8,16 dB SPL. Die Qo 4 -Werte lagen bei 12,6 +/- 1,8. Ein Neuron zeigte eine
Abstimmkurve mit zwei besten Frequenzen und hatte hohe Intensititschwellenwerte von 70 und 75

dB SPL. Auf Doppelreize zeigte keines der fiinf Neuronen eine eindeutige Aktivierung.

4.4 Elektrophysiologische Ableitungen wihrend der Vokalisation

Die elektrophysiologischen Ableitungen wéhrend der Vokalisation stammen von zwei Tieren. Ins-
gesamt wurde von 10 Neuronen im Bereich der AP wéhrend der Vokalisation abgeleitet. Voka-
lisationen wurden durch elektrische Mikrostimulation im Ubergangsgebiet Colliculus inferior / pa-
ralemniskale Zone im Mittelhirn von P. discolor mit Stromstirken von ca. 10-20 pA contralateral
zur Ableitposition ausgelost. Der Abstand der Stimulationsstelle zur AP betrug ca. 2500 pm. Stimu-
lusartefakte und neuronale Antworten auf die Vokalisation konnten gut unterschieden werden. Bei
den ausgelosten Vokalisationen handelte es sich um 1-1,5 ms lange multiharmonische (3-4 unter-
scheidbare Harmonische) Vokalisationen, die den Echoortungsrufen von P. discolor entsprachen.
Die Antworten der Neuronen wurden liber 250 ms ab dem Beginn der Stimulation aufgenommen.

Abbildung 4-23 zeigt die Lage der abgeleiteten Neuronen in zwei frontalen Schnittebenen. Nur der
rostrale bzw. rostro-mediane Teil der AP (r/c: 7812 pum bis 8064 um in Atlaskoordinaten) wurde
systematisch auf vokalisationskorrelierte Neuronen untersucht. Die gefundenen Neuronen lagen in
einem ventralen Bereich der AP (A), der an thalamische Strukturen angrenzte und 250 um weiter
caudal im Zentrum der AP lag (B). Im Falle des rostralen Bereichs (A) waren vokalaktive Neuronen
im Vergleich zu akustisch aktivierbaren Neuronen mehr ventral gelegen, wihrend im mehr cauda-
len Bereich (B) vokalaktive Neuronen innerhalb der Bereiche mit akustisch aktivierbaren Neuronen

lokalisiert waren.
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Abbildung 4-23: Lage vokalisationsaktiver Neurone in der AP

Lage der Neuronen, von denen wéhrend elektrisch ausgeléster Vokalisationen im Bereich des IC oder der
PLA abgeleitet wurde. Dargestellt ist der rostrale und beginnende mediane Teil der AP (7812 — 8064 um in
Atlaskoordinaten). Die Ableitpunkte der vokalisationsaktiven Neuronen sind als Vierecke markiert. Zur Uber-
sicht sind die Lagepunkte der in diesem Bereich gefundenen akustisch aktivierbaren Neurone als Kreise ein-
gezeichnet.

Abbildungen 4-24 und 4-25 zeigen exemplarische Beispiele von Antwortmustern pratektaler Neu-
ronen, die vor und / oder wihrend ausgeloster Vokalisationen aktiv waren. Neun der 10 Neuronen
waren vor der Vokalisation aktiv. Zwischen Stimulusende und 5-10 ms vor dem Beginn der Voka-
lisation zeigten diese Neuronen eine tonische Aktivitdt (Abb.4-24A). War die elektrische Stimula-
tion im Colliculus inferior bzw. in der paralemniskalen Zone leicht unterschwellig, d.h. wurde keine
Vokalisation ausgeldst, so konnte nur noch eine leichte Spontanaktivitidt der Neuronen gemessen
werden (Abb.4-24B).

Bei der Ableitung von sechs der neun Neuronen wurde dem Versuchstier zusétzlich die ausgeldste

eigene Vokalisation verzogert zuriickgespielt. Damit konnte getestet werden, ob das Neuron zur
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Abbildung. 4-24: Vokalisationsaktive Neurone in der AP |

Dargestellt sind die neuronalen Antworten eines Neurons wéhrend das Tier durch elektrische Mikrostimula-
tion zur Vokalisation gebracht wurde (A) und wéhrend einer unterschwelligen Reizung ohne ausgelGste
Vokalisationen (B). Der elektrische Reiz zur Vokalisationsauslésung begann zum Zeitpunkt 0 und dauerte 15
ms. Die schwarzen Pfeile und der abschlieBende Trennstrich symbolisieren diesen Stimuluszeitraum. Der
Reiz zur elektrischen Auslésung der Vokalisation hatte eine Stédrke von 12 uA. Bei der unterschwelligen Rei-
zung hatte der Reiz eine Stérke von 11 uA. Die im Dot-Raster-Diagramm nach unten gerichteten Pfeilspitzen
symbolisieren eine ausgeléste Vokalisation pro Durchgang. Die PSTH’s rechts zeigen den gleichen Zeit-
raum mit einer Auflésung von 1 ms Binbreite. Die senkrecht gerichteten schwarzen Pfeile zeigen den Zeit-
punkt des Beginns der ausgelésten Vokalisationen. In dieser Aufnahme wurde 30 mal stimuliert

A: Wéhrend das Tier durch die elektrische Mikrostimulation vokal aktiv war, konnte eine neuronale Aktivitat
bis ca. 10 ms vor dem Vokalisationsbeginn gemessen werden.

B: Wurde durch unterschwellige Stimulation keine Vokalisation ausgel6st, war keine Aktivitdt messbar.

Aktivitit auf die Vokalisation auch eine Aktivitit auf akustische Reize allein zeigte. Vier Neuronen
wiesen auf diese zurlickgespielte Vokalisation eine Aktivierung auf (Abb. 4-25A). Diese vier Neu-
ronen und ein weiteres vokalisationsaktives Neuron wurden im Folgenden akustisch, ohne elektri-

sche Mikrostimulation getestet. Drei Neuronen zeigten ein ,,doppelt-phasisches® und zwei Neu



4 ERGEBNISSE 56

Anzahl Anzahl
Stimulationen Spikes
30 .o [
-, ., - % 45
E 35
. N 3
15 {mm—p| ‘e o . 3 25 r
. - i
PO 3 15 r
0 Jr NN J S ¥ N Mo A an AA pn o
T T T T T T T T T T T T T L 1 U T t t t t + t u T u t + t 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 10 20 30 * 50 60 70 80 90 1&110 120 130 140 150
Zeit [ms] Zeit [ms]
Anzahl Anzahl
Stimulationen Spikes
30 A R 10
8

15 1

I DR o M,AW\A/\AM.A e
10 20 3044 50 e A 8 0 100

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0

!

Abbildung 4-25: Vokalisationsaktive Neurone in der AP Il

Dargestellt sind die neuronalen Antworten zweier Neuronen wéhrend das Tier durch elektrische Mikro-
stimulation zur VVokalisation gebracht wurde. In diesen beiden Féllen wurde die ausgelbste eigene Vokalisa-
tion verzdgert zuriickgespielt. Der elektrische Stimulus zur Vokalisationsauslésung begann zum Zeitpunkt 0
und dauerte 15 ms. Die schwarzen Pfeile und der abschlieBende Trennstrich symbolisieren diesen Stimu-
luszeitraum. Die im Dot-Raster-Diagramm nach unten gerichteten 2 Reihen von Pfeilspitzen symbolisieren
die ausgeléste Vokalisation und die verzégert zuriickgespielte Vokalisation. Die PSTH rechts zeigen den
gleichen Zeitraum mit einer Auflésung von 1 ms Binbreite. Die senkrecht gerichteten schwarzen Pfeile zei-
gen den Zeitpunkt des Beginns der ausgelésten Vokalisationen und der verzdgert zuriickgespielten Voka-
lisationen. In diesen Aufnahme wurde jeweils 30 mal stimuliert

A: Beispiel eines vor der Vokalisation aktiven Neurons, das auch akustisch aktiv war. Der Stimulus zur
elektrischen Auslésung der Vokalisation hatte eine Starke von 20 uA. Die Vokalisation wurde gespeichert
und dem Tier in Echtzeit um 55 ms verzégert zuriickgespielt. Das Neuron war bis kurz vor der Vokalisation
aktiv, zeigte dann auf die eigene Vokalisation ein leichte, aber bemerkbare neuronale Antwort und wurde
durch die verzbgert zuriickgespielte Vokalisation eindeutig aktiviert.

B: Aufnahme des einen in der AP gefundenen Neurons, das eine tonische Aktivitat wéhrend der Vokalisation
zeigte. Der Stimulus zur elektrischen Auslésung der Vokalisation hatte eine Stéarke von 15 uA. Auf die eigene
Vokalisation und ein verzégertes Zurtickspielen dieser Vokalisation nach 35 ms reagierte das Neuron nicht.

ronen ein phasisches Antwortmuster, dhnlich denen unter Punkt 4.3.2.3 und 4.3.2.4 beschriebenen
Neuronen. Zwei der ,,doppelt-phasisch® antwortenden Neuronen zeigten auf Reintone und abwiérts

frequenzmodulierte Reize keine Unterschiede beziiglich der neuronalen Antwortstirken. Bei Dop-
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pelreizen zeigten diese beiden Neuronen vergleichbare Reaktionen wie die unter Punkt 4.3.4 be-
schriebenen Neuronen. Auf den ersten abwiérts frequenzmodulierten Reiz antworteten die Neuronen
mit einer konstanten Aktivitit nach 8 ms Latenz. Bei Interstimulusintervallen von 5,4 bis 9,8 bzw.
5,4 bis 7,6 ms zeigten beide Neuronen eine 2. Aktivitit, die ihre Aktivititsmaxima bei Inter-
stimulusintervallen von 7,6 ms bzw. 5,4 ms hatten. Bei einem Neuron konnte analog zu Abbildung
4-20B, Punkt 4.3.4.1 eine Latenzverschiebung der 2. Aktivitét beziiglich des 2. Reizes festgestellt
werden, wihrend bei dem anderen Neuron die Latenz zur 2. Aktivitit konstant zum Beginn des
Doppelreizes blieb. Bei einem der zwei Neuronen konnten zudem noch die Abstimmkurven beider
Aktivititen gemessen werden. Beide Kurven hatten ein V-formiges Aussehen, ihre Inten-
sitdtschwellen bei den besten Frequenzen (1. Aktivitdt bei 71 kHz, 2. Aktivitit bei 64 kHz) lagen
beide bei 75 dB SPL und die beiden Qo ¢g -Werte betrugen 4,4 und 3,2. Das dritte ,,doppelt-pha-
sisch* antwortende Neuron konnte nicht ausgewertet werden.

Das phasisch antwortende Neuron war sowohl durch Reintone als auch durch abwiérts frequenz-
modulierte Reize aktivierbar. Auf Doppelreize zeigte dieses Neuron keine spezielle Reaktion. Das
zweite phasisch antwortende Neuron wurde nur mit einer aufgenommen Eigenvokalisation getestet.

Eines der 10 Neuronen war wihrend der Vokalisation aktiv und zeigte eine um den Zeitpunkt der
Vokalisation verteilte tonische Aktivitét, die thr Maximum zu Beginn der Vokalisation hatte (Abb.
4-25B). Die verzogert zuriickgespielte Vokalisation zeigte bei diesem Neuron keine Reaktion.
Weitere Tests mit akustischen Reizen fiihrten zu keiner Aktivierung. Dieses Neuron war rein auf

die Vokalisation aktiv.

4.5 Anatomische Untersuchung der pratektalen Region

Insgesamt wurde bei sechs Tieren eine 2 % WGA-HRP-Losung als Tracer in den Bereich der AP
(siehe auch Kap. 3, Punkt 3.4) injiziert. Die Ausdehnung des Injektionsort wurde bei jedem Ver-
suchstier aus den nach der DAB-Cytochrom-C-Methode aufgearbeiteten Schnitten rekonstruiert und
in den Standardatlas iibertragen. Es wurden die Gebiete der hochsten Tracer-Dichte ohne umge-
bende Diffusionszone als Orte aktiver Aufnahme fiir WGA-HRP gewertet (Schuller et al., 1997).
Anterograd und retrograd markierte Gehirnstrukturen wurden anhand der nach der Paratungstate-
Methode (siehe auch Kap.3, Punkt 3.5) aufgearbeiteten und Nissl gegengefarbten Schnittserien re-

konstruiert und in den Standardatlas iibertragen.
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4.5.1 Lokalisation der Tracerinjektionen

Abbildung 4-26 zeigt fiinf Frontalschnitte aus dem Bereich der AP (analog Abbildung 4-1, Punkt
4.1). Vier der sechs Injektionsorte waren in pritektalen Bereichen (B, D) lokalisiert. Davon befan-
den sich drei in einem rostralen Teil der AP (B), wéhrend ein Injektionsort 500 um caudal (D) zu
diesem Bereich gelegen war. Zwei der drei rostralen Injektionen bedeckten einen medialen bzw.
ventralen, zur Gehirn-Mittellinie orientierten prétektalen Bereich (B (orange und blau)), wiahrend
die dritte Injektion einen lateralen, zum medialen Kniehdcker angrenzenden Teil der AP bedeckte
(B (griin)). Bei allen drei Injektionen wurden im geringen Ausmal} direkt angrenzende Gebiete des
Colliculus superior auf der einen und Teile des lateral gelegenen medialen Kniehdckers auf der an-
deren Seite markiert. Der vierte, 500 pm weiter caudal gelegene prétektale Injektionsort deckte
innerhalb der dortigen pratektalen Grenzen mediale Bereiche ab und nur ein kleiner Bereich des
Colliculus superior war betroffen.

Zwei der sechs Injektionsorte lagen fast ginzlich auflerhalb pritektaler Gebiete. So war ein In-
jektionsort im Bereich der Habenulae rostral zur AP (A) zu finden. Diese Injektion bedeckte vor
allem thalamische Strukturen und konnte Bereiche der AP, bis auf einen kleinen rostralen Teil,
nicht markieren. Im anderen Fall konnte der Injektionsort allein in dem dorsal zur AP gelegenen
Gebiet des Colliculus superior lokalisiert werden (E), wobei nur die rostralen Anteile dieser Injek-

tion die AP dorsal leicht bedeckten (D).
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Abbildung 4-26: Injektionsorte WGA-HRP bei Phyllostomus discolor

Serie von 5 frontalen Gehirnschnitten durch die prétektale Region (AP). Der gezeigte Bereich erstreckt sich
von 150 um vor dem rostralen Anfang der AP bis zu deren caudalem Ende (7644 um - 8652 um in Atlas-
koordinaten). In der Ubersichtsdarstellung oben links ist die rostro-caudale und dorso-ventrale Ausdehnung
(Tiefe) der AP im Gehirn von P. discolor dargestellt. Alle 6 Injektionsorte sind in unterschiedlichen Farben in
die Schnitte eingetragen. Die gefiillten Bereiche entsprechen den Injektionsmittelpunkten, die in der gleichen
Farbe umrandeten Fldachen auf den angrenzenden Schnitten stellen die rostrale und caudale Ausbreitung
der einzelnen Injektionen dar.

AP: prétektale Region; LGB: lateraler Knieh6cker; MGB: medialer Kniehdcker; PAG: periaqueduktales
Grau; RF: retikulare Formation; SC: Colliculus superior; SN: Substantia nigra; ThalStr.: nicht ndher identifi-

Zierte thalamische Strukturen
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4.5.2 Verbindungen von und zur pritektalen Region

4.5.2.1 Cortikale Verbindungen der pritektalen Region

Abbildung 4-27 zeigt fiinf Frontalschnitte aus cortikalen Bereichen von ca. 4950 um rostro-caudaler
Ausdehnung, in denen markierte Neuronen gefunden werden konnten. Der grof3te cortikale Bereich
mit markierten Neuronen wurde fiir die Injektion gefunden, die laterale Teile der AP abgedeckt
hatte (Abbildung 4-26, B (griin)). Die markierten Neuronen lagen in der cortikalen Schicht V iiber
einen Bereich von ca. 1400 um in rostro-caudaler Ausdehnung (A-C) verteilt. In rostralen Cortex-
bereichen waren die markierten Neuronen in mehr ventralen Regionen zu finden (A), wihrend sie
mit zunehmender caudaler Lage mehr nach dorsal (B) und am caudalen Ende des markierten Cor-
texbereiches vorwiegend dorsal lokalisiert waren (C). In den mittleren Bereichen (B) war zusétzlich
anterograde Markierung in Schicht IV von etwa 200 pm rostro-caudaler Ausdehnung erkennbar.
Bei zwei Tieren mit mehr medialen und ventralen Injektionen, die zur Gehirnmittellinie liegende
pritektale Bereiche abgedeckt hatten, konnten im Falle der mehr ventral liegenden Injektion (Abbil-
dung 4-26, B (orange)) zwei ca. 4900 pm auseinanderliegende markierte Bereiche im Cortex dif-
ferenziert werden. Im Bereich des Claustrums (A) und des Subiculums (E) konnten retrograd mar-
kierte Neuronen gefunden werden, deren rostro-caudale Ausdehnung ca. 300 pm bzw. ca. 200 um
betrug.

Im Fall der medial gelegenen Injektion (Abbildung 4-26, B (blau)) wurden keine cortikalen Berei-
che markiert. Im Cortex wurde durch die Injektion in den caudalen Teil der AP (Abbildung 4-26D)
nur ein kleines dorsal gelegenes Gebiet markiert (D), das eine rostro-caudale Ausdehung von ca.
150 pm hatte.

Durch die Injektion in Bereiche des Colliculus superior waren bis auf einen kleinen Bereich von re-
trograd markierten Neuronen von ca. 200 pm rostro-caudaler Ausdehnung im ventro-lateralen bzw.
ventro-medialen thalamischen Kern (D) keine weiteren markierten Neuronen im Cortex zu finden.
Durch die Injektion im Bereich der Habenulae war ein schmaler Bereich im Gebiet des Putamens

anterograd markiert.
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Abbildung 4-27: Legende siehe seite 62
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Abbildung 4-27 Legende: Cortikale Verbindungen zur prétektalen Region

Serie von 5 frontalen Gehirnschnitten durch cortikale Bereiche bei P. discolor. Das gezeigte Gebiet erstreckt
sich lber einen Bereich von 4950 um, vom Beginn der anterioren Commisur (5208 um in Atlaskoordinaten)
bis zum Colliculus inferior (10164 um in Atlaskoordinaten). In der Ubersichtsdarstellung oben links ist die
rostro-caudale, dorso-ventrale und medio-laterale Ausdehnung der AP im Gehirn von P. discolor dargestellt.
Markiertes Soma von Neuronen sind als Zellformen, markierte axonale Terminalen als kleine Punkte und
Fasern als gewellte Striche dargestellt. Die Farbe der anterograd und retrograd markierten neuronalen
Strukturen sowie Fasern bezieht sich auf die korrespondierende Farbe der jeweiligen Injektion in Abbildung
4-26. Die dargestellten Markierungen auf den einzelnen Schnitten repréasentieren die Mitte dieser Bereiche.
Die Ausdehnung in rostraler bzw. caudaler Richtung ist folgend im Text beschrieben.

Amy: Amygdala; Ca: anteriore Commisur; CC: Corpus callosum; Cla: Claustrum; Cor: Cortex; Hab:
Habenulae; Hyp: Hippocampus; IC: Colliculus inferior; LL: lateraler Lemniskus; PAG: periaqueduktales
Grau, Put: Putamen; Sub: Subiculum; VI: ventro-lateraler thalamischer Nucleus; Vm: ventro-medialer
thalamischer Nucleus; Vpl: ventraler posterio-lateraler thalamischer Nucleus

4.5.2.2 Verbindungen der AP zu Gebieten des Mittelhirns und Hirnstamms

Abbildung 4-28 zeigt fiinf Frontalschnitte aus einem Bereich von 5400 um rostro-caudaler Ausdeh-
nung. In diesem Bereich, der Teile des Di-, Mes- und Metencephalon beinhaltet, konnte sowohl an-
terograder als auch retrograder Transport nachgewiesen werden.

Bei den vier Tieren, deren Injektionsort in pratektalen Gebieten lag, waren iiber die posteriore Kom-
missur Fasern in Richtung zur contralateralen AP-Seite (A (orange und griin)) und markierte Axon-
terminalen in der contralateralen AP zu finden (A (schwarz und blau)). In einem Fall war zusétzlich
anterograder Transport in einem Bereich ventral zur AP vorhanden (A (blau)).

Im Nucleus ruber konnten bei diesen vier Tieren sowohl markierte Axonterminalen als auch mar-
kierte Neuronen {iber einen Bereich von ca. 400 um identifiziert werden (B). Bei zwei Tieren waren
aullerdem markierte Neuronen im medialen longitudinalen Fasciculus (Augenmuskelkern) zu fin-
den (B (blau und orange)).

Bei allen vier Tieren konnte starker anterograder Transport iiber eine ca. 400 um lange rostro-
caudale Ausdehnung im Bereich des pontinen Grau nachgewiesen werden (C), wobei individuell je-
weils andere Bereiche dieser Struktur markiert waren. Im lateralen Kleinhirnkern konnten bei allen
vier Tieren markierte Neuronen iiber einen Bereich von 800 um identifiziert werden. In den tiefen
Schichten des Colliculus inferior konnten bei einem Tier (Abbildung 4-26, D (schwarz)) markierte
Neuronen {iber eine rostrocaudale Ausdehnung von ca. 500 um lokalisiert werden.

Bei den beiden Tieren mit Injektionsorten auflerhalb prétektaler Bereiche waren, im Falle des In-
jektionsortes in der Néhe der Habenulae (Abbildung 4-21, A (gelb)), im oben angegebenen Bereich
des Di-, Mes- und Metencephalon keine markierten Axonterminalen oder markierte Neuronen zu
finden. Bei der Injektion in den Colliculus superior (Abbildung 4-26, E (lila)) waren in einem Be-

reich von 150 um rostro-caudaler Ausdehnung, nahe des beginnenden lateralen Lemniskus, mar
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Abbildung 4-28: Verbindungen der prétektalen Region zu Gebieten des Mittelhirns und Hirnstamms
Serie von 5 frontalen Gehirnschnitten durch Bereiche von Zwischenhirn, Mittelhirn und Hirnstamm bei P. dis-
color. Das gezeigte Gebiet erstreckt sich (iber einen Bereich von 5400 um, von der posterioren Commisur
(8148 um in Atlaskoordinaten) bis zum Cerebellum (13692 um in Atlaskoordinaten). Die Darstellung und
Farbcodierung ist in der Legende zu Abb. 4-27 erlautert.

AP: prétektale Region; IC: Colliculus inferior; IcbNcl: lateraler cerebelldrer Nucleus; LL: lateraler Lemniskus;
MGB: medialer Kniehécker; miF: medialer longitudinaler Fasciculus; NR: Nucleus ruber; PAG: pe-
riaqueduktales Grau; Pons: pontines Grau; RF: retikulare Formation; SC: Colliculus superior; SN: Substan-
tia nigra;
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kierte Neuronen lokalisierbar (D). Weiter waren markierte Neuronen im lateralen cerebelldren Nuc-
leus iiber eine rostro-caudale Ausdehnung von ca. 400 pum zu finden. Im Vergleich zu pritektalen

Injektionen war die rostro-caudale Ausdehnung aber nur halb so grof.
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5 Diskussion

Die pritektale Region (AP) stellt auf der Ebene der visuellen und somatosensorischen Reizverarbei-
tung eine Hirnstruktur dar, die sensorische Information auf prdmotorische Strukturen iibertragt
(z.B.: Magoun & Ranson, 1935; Roberts & Rees, 1986; Schiff et al, 1988; Chiang et al. 1991; Rosa
et al., 1998; Zilles & Rehkdamper 1998).

Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern und ergénzen bestehende Befunde (Schuller, 1998), dass
die AP auch an der Vermittlung von akustischer Information auf prdmotorische Strukturen beteiligt

1st.

5.1 Die AP bei P. discolor

5.1.1 Lokalisation der AP

Lokalisation und Ausdehnung der AP wurde anhand von Vergleichen einer Serie von Frontal-
schnitten aus dem Mittel- und Zwischenhirnbereich von P. discolor mit den korrespondierenden
Frontalschnitten aus den Gehirnatlanten von Ratte (Paxinos & Watson, 1986), Maus (Franklin &
Paxinos, 2000) und der Fledermaus R. rouxi (Schuller, 1998) bestimmt. Auf Basis dieser Vergleiche
konnte eine generelle Abgrenzung der AP gegeniiber medial, dorsal und lateral angrenzenden
Strukturen (PAG, SC, MGB) sicher erfolgen, wihrend die Abgrenzung ventral gelegener Strukturen
(RF) zuweilen schwierig war (Kap. 4, Abbildung 4-1 D,E). Beziiglich abgrenzbarer Strukturen
innerhalb der AP sind in der Literatur widerspriichliche Angaben zu finden. So wurden bei der
Ratte insgesamt vier pratektale Unterkerne identifiziert (Scalia & Arango, 1979), wihrend bei der
Katze fiinf Unterkerne differenziert wurden und zusétzlich der Nucleus der posterioren Kommissur
(NpK) zur AP gezéhlt wurde (Avendano & Juretschke, 1980). Anatomische Studien am Primaten
fiihrten, wie bei der Katze zur Abgrenzung von fiinf pritektalen Unterkernen, wobei der NpK in
diesem Fall nicht der AP zugeordnet wurde (Hutchins & Weber, 1985). Innerhalb verfiigbarer Ge-
hirnatlanten von Ratte (Paxinos & Watson, 1986) und Maus (Franklin & Paxinos, 2000) werden in
den Grenzen der AP fiinf Unterkerne unterschieden: der anteriore (APT), der oliviare (OPT), der
posteriore (PPT) und der mediale pritektale Kern (MPT), sowie der Nucleus des optischen Traktes
(NOT). Bei Ratte und Maus nimmt der grofite priatektale Unterkern, der APT, ca. 70 % der pritekta-
len Fliche in frontaler Schnittebene ein und durchzieht in einer medio-ventralen Position kon-

tinuierlich die gesamte rostro-caudale Ausdehnung der AP. Dorsal und dorso-medial dazu liegen
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etwas unterhalb des Mittelhirndaches die Unterkerne MPT, OPT, PPT und der NOT und nehmen
den restlichen dorsal zum APT liegenden Bereich der AP ein. Auf Basis der angefertigten Schnitt-
serien war es bei P. discolor nicht moglich, innerhalb der Grenzen der AP die einzelnen Unterkerne
klar zu differenzieren. Aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich aber bei dem gut abgrenzbaren
AP-Bereich in P. discolor, zumindest bei dessen medialen und ventralen Anteilen, groBtenteils um
den APT, da dieser nach Lage und Ausdehnung dem APT von Maus und Ratte entspricht. Die bei
Ratte und Maus dorsal und dorso-medial gelegenen weiteren pritektalen Unterkerne MPT, OPT,
PPT und NOT konnten innerhalb der rostro-caudalen Ausdehnung des dorsal {iber dem APT liegen-
den Bereiches bei P. discolor nicht differenziert werden. Der NOT und OPT wurden bei R. rouxi im
Rahmen einer Untersuchung retinaler Projektionen als diinne Zellschichten entlang der Oberflache
des Mittelhirndaches charakterisiert und zeigten, dass bei insektivoren Fledermiusen wie R. rouxi
visuelle Strukturen stark reduziert sind (Reimer, 1989). P. discolor hat aber im Gegensatz zu R.
rouxi gut entwickelte Augen und nutzt bei der Orientierung auch visuelle Informationen soweit vor-
handen (Rother & Schmidt, 1982; Hoeller & Schmidt, 1996). Vermutlich ist daher bei P. discolor
der NOT und OPT nicht in dem MaBe reduziert wie in R. rouxi, was eine Homologisierung des Be-
reiches von OPT und NOT bei P. discolor beziiglich Lage und Ausdehnung mit dem korres-
pondierenden Bereich bei R. rouxi erschwert. Zu einer genaueren Abgrenzung sind Tracerinjektio-

nen in Retina oder Sehnerv notwendig.

5.1.1 Afferente und efferente Verbindungen der AP bei P. discolor

In Tracerexperimenten zur neuronalen Verschaltung der AP in R. rouxi konnten eine Vielzahl von
afferenten und efferenten Projektionen identifiziert und charakterisiert werden (Schuller, 1998). Die
Vergleiche der bei P. discolor gefundenen neuronalen Verschaltungen der AP beziehen sich im
weiteren Teil dieses Abschnitts, auler wo angegeben, auf die Befunde dieser Studie.

Bei R. rouxi konnten afferente Projektionen aus dem dorsalen Feld des dorsalen auditorischen
Cortex (DDF), dem IC (zentraler Kern (ICc) und rostraler Pol (ICrp)), dem Nucleus des zentralen
akustischen Trakts (NCAT), dem lateralen Kleinhirnkern (IcbNcl) und dem Nucleus ruber (NR) in
die AP identifiziert werden. Weiter konnten efferente Projektionen aus der AP in Gebiete des
pontinen Grau (Pons), in den NR und den Nucleus cuneiformis (Ncun) charakterisiert werden. Lage
und Ausdehnung des IC, des IcbNcl, des NR, des NCAT und der Pons waren im Gehirn von P. dis-

color sicher abgrenzbar. Abbildung 5-1 zeigt das prétektale Verschaltungsschema von R. rouxi im
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Abbildung 5-1: Vereinfachte Verschaltungsschemata der AP

A: Verschaltungsschema der AP bei R. rouxi (nach Schuller,1998) B: identifizierte Projektionen der AP bei P.
discolor

Der graue Bereich der AP stellt den Ubergangsbereich von Zwischen- und Mittelhirn dar. Efferente Projektio-
nen sind mit Pfeilspitzen von der AP weg gekennzeichnet, afferente Projektionen mit Pfeilspitzen zur AP hin.
Projektionen zum NCAT und Ncun (durchgestrichene weil3e Pfeile) konnten bei P. discolor nicht identifiziert
werden. Der Bereich des AC kann nur grob abgeschétzt werden. Weitere Einzelheiten sind im Text erldutert.

AC: Auditorischer Cortex; AP: prétektale Region; Cla Claustrum; DDF: dorsales Feld des dorsalen auditori-
schen Cortex; IC: Colliculus inferior; NCAT: Nucleus des zentralen akustischen Traktes; Ncun: Nucleus
cuneiformis; IcbNcl: lateraler Kleinhirnkern; NR: Nucleus ruber; Pons: Pontines Grau; Sub: Subiculum;

Vergleich zu dem bei P. discolor identifizierten Verschaltungsschema. Im cortikalen Bereich waren
retrograd markierte Neuronen bei R. rouxi in topographischer Anordnung im DDF zu finden.
Rostral liegende Neuronen des DDF projizierten in caudale Teile der AP, wéihrend caudal liegende
Neuronen des DDF in mehr rostrale Teile der AP projizierten. Der auditorische Cortex besteht bei
R. rouxi aus mindestens sechs Feldern, wobei das DDF sich im parietalen Teil des auditorischen
Cortex befindet (Radtke-Schuller, 2001). Bis zum jetzigen Zeitpunkt liegen iiber den Bereich, die
Lage und die Ausdehnung des AC im Cortex von P. discolor keine Untersuchungen vor. Vergleiche
der bei P. discolor cortikal markierten Bereiche mit korrespondierenden Bereichen aus Gehirnatlan-
ten von Ratte (Paxinos & Watson, 1986), Maus (Franklin & Paxinos, 2000) und R. rouxi (Radtke-
Schuller, 2001) lassen den Schluss zu, dass es sich dabei grofftenteils um Bereiche des parietalen

und rostralsten Teils des temporalen Cortex handelt. Auf Basis der Daten kann der markierte corti-



5 DISKUSSION 68

kale Bereich aber nicht eindeutig als auditorischer oder als Teil des auditorischen Cortex wie das
DDF definiert werden. Die akustischen Antworten von Neuronen, die in der AP elektrophysiolo-
gisch abgeleitet werden konnten und auf die in folgenden Abschnitten néher eingegangen wird, so-
wie die Verbindungseigenschaften rostraler AP-Bereiche mit dem Cortex (Kap. 4; Punkt 4.5) wei-
sen darauf hin, dass dieser cortikale Bereich ebenfalls akustisch aktive Neuronen enthalten diirfte.
Vergleiche beziiglich Lage und Ausdehnung des AC der mit P. discolor ndher verwandten Art
Carollia perspicilata (Eiermann & Esser, 1999) unterstiitzen diese Befunde. Eindeutig kliren liele
sich diese Einschitzung aber nur durch elektrophysiologische Ableitungen neuronaler Aktivitit auf
akustische Reize in diesen cortikalen Bereichen. Bei einer sehr ventralen Injektion in den rostralen
Teil der AP von P. discolor (Kap. 4; Abbildung 4-26(orange)) waren markierte Neuronen im
Claustrum und Subiculum klar identifizierbar. Das Claustrum ist eine sehr rostral gelegene Struktur
unterhalb der Inselrinde und des piriformen Cortex. Diese Struktur ist in ihrer Funktion bisher noch
nicht verstanden, es wird aber angenommen, dass in diesem Bereich eine Verarbeitung von Infor-
mation aus dem limbischen System und verschiedenen Bereichen des Cortex stattfindet (Majak et
al., 2000; Trepel, 1999). Der zweite markierte Bereich, das Subiculum ist eine sehr caudal liegende
Struktur im Bereich des Hippocampus und ist an der Vermittlung des cortiko-hippocampalen Infor-
mationsaustausches beteiligt (O"Mara et al., 2001). Die Verbindungs-beschaffenheit des Claustrums
wurde bisher vor allem auf der Ebene des Cortex untersucht (Majak et al., 2000) und subcortikale
Verbindungen wurden dabei nicht erwihnt. Das Subiculum projiziert mit dem Nucleus reuniens des
Thalamus und dem anterioren thalamischen Komplex in Bereiche des Thalamus (O'Mara et al.,
2001), jedoch fehlen Projektionen in pritektale Bereiche. Diskutiert werden muss hier die beste-
hende Moglichkeit eines Tracerartefaktes, da speziell bei dieser Injektion entlang dem Einstichkanal
der Iontophorese-Elektrode Tracer auch in Bereiche des Cortex gelangt war. Der dadurch nicht aus-
zuschlieBende intracortikale Transport konnte fiir die Markierung der beiden Cortexareale ver-
antwortlich sein. Unterstiitzt wird diese Annahme dadurch, dass bei R. rouxi keine retrograd mar-
kierte Neuronen in Claustrum oder Subiculum identifiziert werden konnten.

Die Pons ist eine Hirnstammstruktur, in der sensorische Information aus Cortex-, Zwischen- und
Mittelhirngebieten u.a. zum Cerebellum iibertragen wird (Trepel, 1999). Anterograde Markierungen
nach Tracerinjektionen in akustische Hirngebiete (AC und IC) bei R. rouxi zeigten, dass auch
akustische Information iiber diese Struktur zum Cerebellum geleitet wird (Schuller et al., 1991).
Nach Tracerapplikation in der AP wurden bei R. rouxi je nach Lage des Injektionsortes innerhalb

der rostro-caudalen Ausdehnung der AP mehr rostrale oder caudale Teile der Pons in zudem unter-
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schiedlichen medio-lateralen und dorso-ventralen Bereichen markiert. Strukturen der Pons, in denen
in einer frilheren Studie Vokalisationen ausgeldst werden konnten (Schuller & Radtke-Schuller,
1990) lagen lateral zu diesen Markierungen. Die Abhdngigkeit der Markierung vom Injektionsort
war auch bei P. discolor gegeben, beschriankte sich jedoch auf Unterschiede in der Markierung des
medio-lateralen und dorso-ventralen Bereichs.

Der IC gehorte bei R. rouxi zu der am intensivsten retrograd markierten Struktur. Der IC ist das In-
tegrationszentrum der aufsteigenden Horbahn und vor allem bei Fledermdusen sehr gut entwickelt.
Anatomisch kénnen bei R. rouxi vier Unterkerne (Schweizer, 1981) abgegrenzt werden, die alle
unterschiedliche Verbindungsmuster aufweisen und unterschiedliche neurophysiologische Eigen-
schaften besitzen (zum Uberblick: Pollak and Park, 1995; Covey & Casseday, 1999). Markierte
Neuronen waren bei R. rouxi im ICc und am ICrp zu finden und auch hier konnten Abhéngigkeiten
der Markierungen vom Injektionsort differenziert werden. Neuronen im ICrp waren bei jeder Injek-
tion in die AP zu finden, wéihrend die Lage von markierten Neuronen im ICc sich mit der rostro-
caudalen Lage des Injektionsortes in der AP systematisch verdnderte. Im Gegensatz dazu waren
markierte Neuronen bei P. discolor im Bereich des IC ausschlieBlich bei einer caudal liegenden
(Kap. 4, Abbildung 4-26D) pritektalen Injektion zu finden. Mehr rostrale Injektionen zeigten keine
markierten Neuronen im IC. Die markierten Neuronen waren, auf Basis von Vergleichen anhand
von Gehirnatlanten der Maus, der Ratte und R. rouxi nur auf den ICc beschrankt. Neuronen inner-
halb des ICrp waren durch keine der vier Tracerinjektionen markiert.

Weiter wurden bei R. rouxi reziproke Verbindungen von der AP zum NR beschrieben. Der NR ist
eine wichtige Schaltstelle des motorischen Systems, projiziert iiber extrapyramidale Bahnen auf die
Motoneuronen im Riickenmark, die die distalen Extremitdtenmuskeln ansteuern und erhélt selbst
Projektionen aus dem Kleinhirn (Trepel, 1999). Wie bei R. rouxi konnten diese reziproken Ver-
bindungen auch fiir P. discolor bestétigt werden. Im Kleinhirn, das die Feinabstimmung von Bewe-
gungen beeinflusst (Trepel, 1999), konnten bei P. discolor retrograd markierte Neuronen im latera-
len Kleinhirnkern identifiziert werden, die auch bei R. rouxi nachgewiesen worden waren.

Bei R. rouxi konnten retrograd markierte Neuronen im NCAT beschrieben werden, einer Struktur,
die iiber ihre Projektionen akustische Informationen extralemniskal am IC vorbei zum Thalamus
sendet (Casseday et al., 1989). Bei P. discolor waren derartige retrograd markierte Neuronen, unab-
héngig von Injektionen in rostrale oder caudale AP-Bereiche, in dieser Struktur nicht identifizierbar.
Ebenso waren keine markierten Bereiche oder Neuronen im Ncl. cuneiformis von P. discolor nach-

weisbar. Der Ncl. cuneiformis gilt als Bindeglied zum Ncl. ambiguus, der wiederum als motorischer
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Endkern der Vokalmotorik gilt. Markierte Bereiche im Ncl. cuneiformis waren bei R. rouxi im
rostralsten Teil zu finden, der ventral an den beginnenden SC angrenzt. In diesem Bereich waren
markierte Neuronen jedoch schwer zu charakterisieren, da aufgrund der Néhe zum Injektionsort,
Artefakte nicht ausgeschlossen werden konnten.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Fledermaus P. discolor im Vergleich zu R. rouxi &hnliche
pritektale Anbindungen (Afferenzen und Efferenzen) an Strukturen im Cortex, Mittelhirn, Cerebel-
lum und Hirnstamm aufweist. Innerhalb einzelner Strukturen sind jedoch Abweichungen in der
Lage und Anordnung der markierten Neuronen bemerkbar. Trotz des Fehlens efferenter Projektio-
nen zum Ncl. cuneiformis als Anbindung der AP zum vokalmotorisch eingebundenen Ncl. ambi-
guus besteht die Moglichkeit das die AP indirekt iiber die Pons mit dem Ncl. ambiguus verbunden
ist (Riitbsamen & Schweizer, 1986).

5.2 Mikrostimulation in Bereichen der AP

5.2.1 Elektrische Mikrostimulation

Ein wichtiger Punkt bei der Anwendung der elektrischen Mikrostimulation ist die Ausbreitung des
applizierten elektrischen Stroms. Im Falle der AP ist dieser Punkt von besonderer Bedeutung, da in
unmittelbarer Ndhe Bereiche des Colliculus superior liegen, von denen bekannt ist, das dort mit
niedrigen Reizstromen Echoortungslaute und Ohrbewegungen ausgelost werden konnen (Schuller
& Radtke-Schuller, 1990; Valentine et al., 2002; eigene Beobachtungen).

Ranck (1975) zeigte in seinem Uberblick iiber verschiedene Stimulationsstudien mit monopolaren
Elektroden auf, dass die Ausbreitung des elektrischen Stromes stark von dem die Reizelektrode um-
gebenden Gewebe abhingig ist. Reizpulse von 200 ps Dauer und einer Stromstirke zwischen 20 bis
30 pA konnen Zellkorper tliber eine Entfernung von 80 - 110 um stimulieren, wéhrend Axone bzw.
durchlaufende Fasern sogar iiber eine Entfernung zwischen 150 und 500 pm noch erregt werden
konnen. Dabei werden Fasern mit hoher Fortleitungsgeschwindigkeit (65 m/s) noch iiber gréBere
Distanzen (500 pum) stimuliert als Fasern mit niedriger Fortleitungsgeschwindigkeit (25 m/s)
(150 pm).

Bei den Stimulationsstudien zur prétektalen Region konnten dhnliche Verhéltnisse aufgezeigt wer-
den. In der Ebene der medio-lateralen Verteilung der Stimulationsorte (Kap.4; Abbildung 4-4B)
lasst sich ablesen, dass bereits 150 um lateral und medial zu Stimulationsorten, an denen mit gerin-

gen Reizstromstiarken (20-30 pA) Vokalisationen ausgeldst werden konnten, mit gleichen Reiz-
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stromstérken keine Vokalisationen mehr ausldsbar waren. Erst eine Erhdhung der Reizstromstéirke
auf 35 - 50 pA fiihrte zur erneuten Auslosung von Vokalisationen. Weitere 150 pm nach lateral
konnten auch mit den hochsten verwendeten Reizstromstérken (80 pA) keine Vokalisationen mehr
hervorgerufen werden. Das bedeutet, dass die Elemente deren Stimulation zur Auslosung der Vo-
kalisation notwendig sind, sich in einem engen rdumlichen Bereich konzentrieren. Wird die Elekt-
rode aus diesem Bereich entfernt, vergroBert sich die Strecke zu den Elementen der Voka-
lisationsauslosbarkeit und es sind hohere Reizstromstirken zur Auslosung der Vokalisationen nétig.
Hieraus lasst sich auf das rdumliche Auflosungsvermogen der elektrischen Mikroreizung von besser
als 150 pum in dem untersuchten Bereich schlieBen. Bei einem Abstand der Reizelektrode vom
Fokus der Vokalisationsauslosung in der AP von mehr als 150 um nach medial (Kap.4; Abbildung
4-4B) konnten Vokalisationen nach voriibergehender Schwellenerh6hung wieder mit niedrigeren
Reizstromen (20-30 pA) ausgeldst werden. Das weil3t darauf hin, dass die Reizelektrode einem Be-
reich angendhert wurde, der ebenfalls Elemente enthélt, deren Stimulation zur Auslésung von Vo-
kalisationen fiihrt. Zusétzlich zu den Vokalisationen wurden starke Bewegungen wie Fliigelschlag
oder Bewegungen des ganzen Korpers ausgeldst, die bei Stimulationsorten innerhalb der Grenzen
der AP nicht beobachtet werden konnten, was auf eine Stimulation von Teilen des periaquiaduktalen

Grau (PAG) hinweist.

5.2.2 Pharmakologische Mikrostimulation

Bei elektrischer Mikrostimulation kann generell nicht differenziert werden, ob Neuronen der ange-
zielten Region stimuliert werden oder ob nur durchlaufende Fasern von und zu anderen Gehirn-
strukturen aktiviert werden. Zur Klarung dieser Frage wurde die lokale pharmakologische Reizung
durch Mikrodialyse von Kaininsdure eingesetzt. Kaininséure ist ein Glutamatagonist und aktiviert
aufgrund fehlender Kaininsdurerezeptoren an Fasern nur Zellkérper. Auf diese Weise kann die Aus-
16sung von Vokalisationen durch Stimulierung von durchlaufenden Faserbiindeln ausgeschlossen
werden (Pillat & Schuller, 1998; Fenzl & Schuller, 2002). Bei der Mikrodialyse wird Kaininséure
aus dem inneren Lumen der Dialyseprobe abgegeben, diffundiert in das umgebenden Gewebe und
baut entsprechend der Applikationszeit einen Konzentrationsgradienten im Gewebe auf (Fenzl &
Schuller, 2002). Die Ausbreitung der Kaininsdure ist bei kurzen Applikationszeiten lokal auf die
unmittelbare Umgebung der Dialyseprobe beschrénkt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei einem Tier Kaininsdure in Bereiche der AP appliziert. 400 pm

lateral entfernt zu Stimulationsorten an denen elektrisch Vokalisationen ausgeldst werden konnten
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(Abbildung 4-4 D, Kapitel 4), fiihrte die Mikrodialyse {iber 30 min zu keiner Auslosung von Voka-
lisationen und / oder begleitenden Korperbewegungen. In diesem Bereich waren also keine Neuro-
nen vorhanden, deren pharmakologische Stimulation zur Auslésung von Vokalisationen gefiihrt
hitte. Am Ort elektrisch auslosbarer Vokalisationen fiihrte eine Mikrodialyse aber bereits nach 3
Minuten zur Auslésung von Vokalisationen. Das legt nahe, dass in diesem Bereich sowohl elekt-
risch als auch pharmakologisch prétektale Neuronen und keine ,,fibres of passage* stimuliert wur-
den, deren Aktivierung auch die Auslosung von Vokalisationen zur Folge haben kann. Trotz der
Néhe zum SC darf aufgrund der kurzen Dialysezeit von 3 Minuten angenommen werden, dass dort
keine Neuronen stimuliert wurden. Die lange und doch nicht wirksame Dialysezeit iiber 30 Minuten
am Applikationsort @ in 400 um Entfernung vom vokalisationsaktiven Bereich gibt Aufschluss
tiber die Reichweite des mikrodialysierten Kainats. Der stimulierbare (3 min, Applikationsort @)
Bereich in der AP ist von Bereichen im SC, in denen durch elektrische Mikrostimulation mit gerin-
gen Reizstromen (20 - 30 pA) Vokalisationen ausgelost werden konnten, mindestens 400 um, also
etwa gleich weit entfernt. Es ist demnach unwahrscheinlich, dass die applizierte Kaininsdure bis zu
Bereichen des Colliculus superior diffundiert sein konnte.

Die pharmakologische Stimulation durch Kaininmikrodialyse kann im Rahmen dieser Arbeit nur als
Hinweis angefiihrt werden, da die vorderen bzw. medialen Bereiche der pritektalen Region
(Abbildung 4-4B, Kap. 4) nicht mit Kaininséure getestet wurden. Eine systematische Untersuchung

aller Unterkerne der AP mit Kaininséureapplikation steht noch aus.

5.2.3 Ausgeloste Vokalisationen in der AP

Innerhalb der Grenzen der AP konnten bei P. discolor durch elektrische Mikrostimulation Vo-
kalisationen ausgelost werden. Der Bereich der Ausldsbarkeit erstreckte sich ca. 580 pm in rostro-
caudaler Richtung und hatte eine 600 um medio-laterale und 1000 um dorso-ventrale Ausdehnung.
Der Bereich, in dem mit geringen Reizstromen (20-30 pA) Vokalisationen ausgelost werden
konnte, erstreckte sich innerhalb der vokalaktiven Zone iiber eine rostro-caudale bzw. medio-
laterale Ausdehnung von 420 bzw. 400 um. Im Gegensatz zu R. rouxi (Schuller, 1998) war der Be-
reich nicht auf die caudalen 2/3 der AP begrenzt, sondern im mittleren Teil der pritektalen rostro-
caudalen Ausdehnung (Kap.4; Abbildung 4-4) lokalisiert. Bei den ausgelosten Vokalisationen
handelte es sich um kurze, multiharmonisch aufgebaute (fiinf Harmonische) abwirts frequenzmodu-
lierte Ortungslaute (Kap. 4; Abbildung 4-3A), die dem allgemeinen Phyllostomidentyp entsprachen

(Rother & Schmidt, 1982). Ein statistischer Vergleich von im Bereich der AP aufgenommenen aus-
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geldsten Vokalisationen mit Aufnahmen spontan emittierter Vokalisationen (Kap. 4; Abbildung 4-
3B), zeigte beziiglich der Lautdauer keine signifikanten Unterschiede (Kap.4; Tabelle 4-1). Im
Rahmen der spektralen Analyse der 1. Harmonischen der Laute konnten bei der Startfrequenz eben-
falls keine signifikanten Unterschiede zwischen ausgelosten und spontanen Vokalisationen ge-
funden werden. Lediglich bei der Endfrequenz zeigte sich ein signifikanter Unterschied. Daraus er-
gibt sich im Vergleich beider Vokalisationsklassen bei elektrisch ausgelosten Vokalisationen ein
etwas geringerer abwérts gerichteter Frequenzhub AF {iber die mittlere Dauer von ca. 1 ms. Ob aber
in diesem Fall schon von einer Verdnderung der spektralen Zusammensetzung gesprochen werden
kann ist fraglich. Dagegen sprechen vor allem die gleiche temporale Zusammensetzung und auf
spektraler Ebene die identischen Startfrequenzen und der generell gleichartige zeitliche Fre-
quenzverlauf. Es ist daher angebracht, die elektrisch ausgelosten Vokalisationen als identisch mit
spontan emittierten Echoortungslauten anzusehen. Auch bei R. rouxi zeigten durch elektrische
Mikrostimulation in prétektalen Bereichen ausgeldste Vokalisationen in temporaler und spektraler
Zusammensetzung keine Unterschiede zu spontan emittierten Echoortungslauten (Schuller, 1998).
Obwohl zuweilen eine tendenzielle Erhohung der Vokalisationsintensitdt mit der Erhohung der
Stromstéirke beobachtbar war, konnte eine systematische Abhédngigkeit der Intensitit der ausge-
16sten Echoortungslaute von der Stromstérke im Bereich der AP nicht beobachtet werden (Kap. 4;
Abbildung 4-2). Dies deckt sich ebenfalls mit Befunden von R. rouxi (Schuller, 1998). Die im
caudalen Bereich der AP durch Kaininsdure ausgeldsten Vokalisationen waren in spektraler und
temporaler Zusammensetzung ebenfalls identisch mit spontan emittierten Vokalisationen und
stiitzen, zumindest fiir den caudalen Teil der AP die Annahme, dass dadurch in der AP liegende
Neuronen stimuliert und aktiviert wurden.

Zur pramotorischen Bedeutung der AP fiir die Vokalisation kann zusammenfassend festgestellt
werden, dass sie den absteigenden Vokalisationspfad nicht direkt beeinflusst. Anderenfalls miisste
die elektrische Mikrostimulation Verdanderungen der Vokalisationen induzieren, da das ,,normale*
neuronale Aktivitdtsmuster in der AP durch die Strompulse verdndert wird (Jiirgens, 2002). Inner-
halb der AP kann aber weder, wie im anterioren cingulaten Cortex (Gooler & O'Neill, 1987), die
spektrale Zusammensetzung der Vokalisation verdndert werden, noch konnen Verzerrungen der
Vokalisationen wie bei der Reizung im pontinen Grau (Schuller & Radtke-Schuller, 1990) gemes-
sen werden. Uber die AP werden aller Wahrscheinlichkeit nach nur »Steuerpulse® an Strukturen
vermittelt, die in den absteigenden Vokalisationspfad eingebunden sind. Durch diese ,,Steuerpulse*

werden dann spezifische Verhaltensreaktionen (Vokalisationen) ausgeldst, aber keine Verdnderun-
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gen induziert (Schuller & Radtke-Schuller, 1990).

53 Elektrophysiologische Untersuchung der AP

Bisherige elektrophysiologische Untersuchungen der AP haben sich fast ausschlielich auf die Cha-
rakterisierung visueller prétektaler Teilgebiete beschrinkt. Eine physiologische Charakterisierung
préatektaler Neuronen beziiglich ihrer Antworteigenschaften auf akustische Reize war bis zum jetzi-
gen Zeitpunkt nicht vorhanden. Basierend auf anatomischen Untersuchungen zur Verschaltung
zeigten einige wenige Studien (Schuller 1998; Casseday et al., 1989) die Mdglichkeit auf, dass in
der AP akustisch aktivbare Neuronen vorhanden sind.

Ziel dieses Teils der vorliegenden Studie war es daher, innerhalb der Grenzen der AP akustisch
aktivierbare Neuronen zu lokalisieren, ihre physiologischen Eigenschaften zu analysieren und even-
tuell in der AP beziiglich der auditorischen Verarbeitung unterschiedliche Gebiete abzugrenzen.
Abschlieflend sollte versucht werden, audio-motorische Neuronen innerhalb der AP nachzuweisen
und zu charakterisieren, um die Rolle der AP innerhalb audio-motorischer Integrationsnetze dif-

ferenzierter beurteilen zu kénnen.

5.3.1 Akustische Afferenzen zur AP

Bei P. discolor kommen zwei Strukturen als Quellen fiir akustische Eingénge in die AP in Betracht.
Dabei handelt es sich um Bereiche des auditorischen Cortex (AC) und des zentralen Kerns des Col-
liculus inferior (ICc). Der AC stellt im Horsystem das hochste Verarbeitungszentrum dar und ist in
mehrere Areale unterteilt, deren Anzahl zwischen den untersuchten Fledermausspezies differiert
und die verschiedene physiologische Eigenschaften besitzen (siche z.B. Eptesicus fuscus: Dear et
al., 1993; Carrollia perspicilata: Esser & Eiermann, 1999; Pteronotus parnellii: Fitzpatrick et al.,
1998; R. rouxi: Radtke-Schuller & Schuller, 1995). Neuronen im AC von R. rouxi, die Afferenzen
in die AP aufwiesen, lagen im dorsalen Feld des dorsalen auditorischen Cortex (DDF). Diese Neu-
ronen werden vor allem durch Kombinationen der abwirts frequenzmodulierten Anteile (FM1| FM2
Anteil) des Echoortungsrufes dieser Spezies aktiviert und geben aller Wahrscheinlichkeit nach In-
formationen iiber den Abstand der Fledermaus zum Ziel weiter (,,target-range neurons‘). Im DDF
sind diese Neuronen nach ihren besten Verzdgerungen zwischen den beiden aufeinander folgenden
abwirts frequenzmodulierten Anteilen angeordnet (Schuller et al., 1991). Untersuchungen im AC

von FM-Flederméusen, wie Myotis lucifugus und Eptesicus fuscus, denen P. discolor bezliglich der
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Echoortungsstrategie eher zuzuordnen ist als R. rouxi, zeigten, dass in rostral gelegenen Bereichen
des AC Neuronenpopulationen differenziert werden konnten, die ebenfalls vor allem durch die
Kombination zweier FM-Reizen aktiviert wurden (Sullivan, 1982; Dear et al., 1993).

Auf der Stufe des IC konvergieren die aufsteigenden parallelen Bahnen des Horsystems, die aus
dem Nucleus cochlearis und den nachgeschalteten Strukturen des Hirnstamms zum Mittelhirn
ziehen (Vater, 2000). Neuronen des IC sind in Schichten nach ihren besten Frequenzen tonotop
organisiert, wobei zuséitzlich bei CF-Flederméusen wie R. rouxi und P. parnellii der Frequenzbe-
reich der stirksten Harmonischen bzw. der Ruhefrequenz iiberreprisentiert ist (zum Uberblick siehe
Pollak & Park, 1995). Die mdglichen akustischen Eingénge aus dem ICc und ICrp bei R. rouxi wur-
den vor allem vor dem Hintergrund einer moglichen Einbindung der AP in die neuronale Basis zur
Doppler-Shift-Kompensation diskutiert. Anhand der tonotopen Organisation des ICc (Schuller &
Pollak, 1979) kann angenommen werden, dass der grofite Teil des afferenten Ursprungs vom ICc
zur AP Neuronen enthélt, die durch die individuelle Ruhefrequenz des Tieres und etwas dariiber
aktivierbar sind. Diese Neuronen des ICc haben bei R. rouxi extrem scharfe Abstimmkurven und
dienen sehr wahrscheinlich zur Detektion kleinster Abweichungen der Echofrequenz (Neuweiler,
1990). Dadurch konnte die AP bei R .rouxi Informationen erhalten, wenn in einer Echoortungssitua-
tion die Echofrequenz aus dem Bereich der Ruhefrequenz driftet. Beim ICrp handelt es sich um eine
weitere bei R. rouxi abgrenzbare Struktur des IC, die sich durch ihre Afferenzen vom ICc unter-
scheidet. Auf akustische Reize zeigten Neuronen in dieser Struktur bei R. rouxi andere Antwort-
eigenschaften als Neuronen im ICc. Sie wurden durch Frequenzen unterhalb der Ruhefrequenz, d.h.
Frequenzen des abschlieBenden FM-Teil des Echoortungsrufes aktiviert (Prechtl, 1995). Bei FM-
Flederméusen, die im Vergleich zu CF-Fledermdusen wie R. rouxi und P. parnellii eine andere
Jagdstrategie verfolgen, ist ein Doppler-Shift-Kompensations-Verhalten bislang nicht dokumentiert
worden. Untersuchungen im ICc von E. fuscus zeigen, dass bei FM-Fledermiusen die Uber-
repriasentation der Ruhefrequenz bzw. der stiarksten Harmonischen des Echoortungsrufes nicht so
extrem ausgebildet ist und auch die Unterteilung des IC in Teilstrukturen sich zu der bei R. rouxi

unterscheidet (Casseday & Covey, 1992).

5.3.2 Allgemeine Antworteigenschaften pritektaler Neuronen
Insgesamt konnte bei P. discolor von 72 Neuronen abgeleitet werden, die durch akustische Reize
aktivierbar waren. 63 davon lagen innerhalb der Grenzen der AP und neun im dorsal angrenzenden

Ubergangsgebiet des SC. Die Neuronen antworteten unabhingig von ihrer rostro-caudalen Lage so-



5 DISKUSSION 76

wohl auf Reintone als auch auf abwirts frequenzmodulierte Reize. Die Mehrheit der Neuronen
(89 %) zeigten keine signifikanten Unterschiede in ihrer Aktivitdt auf die beiden Reizklassen. Die
tibrigen 11 % der Neuronen wiesen eine Priferenz fiir Reintone auf, reagierten jedoch auch auf ab-
wirts frequenzmodulierte Reize. Pritektale Neuronen scheinen demnach keine Spezifitdt fiir eine
bestimmte Reizklasse zu haben, vielmehr miissen im Spektrum des akustischen Reizes nur die Fre-
quenzen im Bereich der beiden stdrksten Harmonischen des Echoortungsrufes enthalten sein. Ent-
lang der einzelnen Strukturen der aufsteigenden Horbahn werden viele Neuronen spezifisch durch
eine bestimmte Reizklasse (z.B.: Reintdne oder frequenzmodulierte Reize) aktiviert und sind topo-
graphisch oder funktionell organisiert. Die fundamentalste Organisation ist die Anordnung von
Neuronen nach ihren besten Frequenzen (bF) in isofrequenten Schichten. Diese tonotope Organisa-
tion findet man ausgehend vom Nucleus cochlearis (Vater, 2000), im IC (z.B.: Casseday & Covey,
1992), im MGB (z.B.: Wenstrup, 1999) bis hin zum AC (z.B.: Dear et al., 1993). Innerhalb der AP
konnte keine tonotope Ordnung festgestellt werden. Die Tendenz einer topographischen Frequenz-
verteilung mit hoheren besten Frequenzen (bF) in rostro-medianen Teilen der AP und mit niedrige-
ren bF’s in caudalen Teilen der AP war statistisch nicht signifikant. Hier bleibt nachzupriifen, ob
eine groBere Anzahl abgeleiteter Neuronen doch zum Nachweis einer topographischen Frequenz-
anordnung fiihren wiirde. Die gemessenen Abstimmkurven pritektaler Neuronen hatten alle einen
V-formigen Verlauf und die Q;o gg-Werte, die als MaB fiir die Filterqualitit eines Neurons dienen,
lagen alle zwischen 4 und 20, mit Schwerpunkt im Bereich von 4-10. Damit kodieren pratektale
Neuronen aller Wahrscheinlichkeit nach keine kleinen Verdnderungen in der spektralen Struktur
eines akustischen Signals. Auffallend war, dass pritektale Neuronen allgemein hohe Schwellen-
intensititen aufwiesen. Im Gegensatz zu Neuronen im ICc von E. fuscus, wo der grofite Teil
Schwellenintensititen zwischen 20 bis 40 dB SPL zeigte (Casseday & Covey, 1992) und Neuronen
im SC von P. discolor (siehe Punkt 4.3.5, Kap 4) mit Schwellenintensititen von durchschnittlich
35 dB SPL, lagen die Schwellenintensitidten préitektaler Neuronen bei durchschnittlich 58 SPL. Um
bei den ,,doppelt-phasisch* antwortenden Neuronen auch die 2. Aktivitit auszulésen waren durch-
schnittlich sogar 72 dB SPL notwendig.

Es ist festzuhalten, dass akustisch aktivierbare Neuronen sehr unselektiv auf die Art des akustischen
Reizes antworten, solange dieser die Frequenzen der 3. und 4. Harmonischen des Echoortungsrufes
von P. discolor in seinem Spektrum enthélt. Der akustische Reiz muss weiterhin, im Gegensatz zu
Neuronen in anderen Gebieten der Horbahn, eine hohe Intensitét besitzen um die Neuronen zu akti-

vieren. Pratektale Neuronen, soweit sie in dieser Studie untersucht wurden, haben keine engen Ab-
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stimmeigenschaften und konnen daher nicht wie bei R. rouxi kleinste Verdnderungen der spektralen

Struktur eines akustischen Signals kodieren.

5.3.3 Antwortmuster von pritektalen Neuronen

Pritektale Neuronen zeigten auf akustische Reize drei unterschiedliche Antwortmuster. Entweder
wiesen sie ein tonisches, ein phasisches oder ein ,,doppelt-phasisches” Antwortmuster auf (siche
Abbildung 4-7, Kap. 4).

Casseday & Covey (1992) charakterisierten im ICc der FM-Fledermaus E. fuscus einige Neuronen,
die zwei Arten von doppelten Abstimmkurven zeigten. Zum einen konnten sie von Neuronen ablei-
ten, die bei der Messung der Abstimmkurven zwei Schwellenminima in voneinander getrennten
Frequenzbereichen aufwiesen. Ahnliche Abstimmkurven konnten schon im lateralen Lemniscus
von R. rouxi gemessen werden (Metzner & Radtke-Schuller, 1987). Zum anderen fanden sie Neu-
ronen die zwei Aktivititsspitzen aufwiesen, d.h. es traten hier zwei zeitlich versetzte neuronale
Aktivitdten mit einer Zeitdifferenz von ca. 12 ms auf. Fiir beide Aktivititen konnte jeweils eigene
Abstimmkurven gemessen werden. Casseday und Covey (1992) schlossen Offset-Effekte als
Ursache fiir die Entstehung der zweiten Aktivitét aus, da die Latenz der zweiten Aktivitdt durch Va-
riation der Reizdauer nicht beeinflussbar war. Nur wenige derartig antwortende Neuronen konnten
im IC abgeleitet werden und ebenso wenig liegen Informationen iiber die Lage dieser Neuronen im
ICc vor. Portfors & Wenstrup (1999) beschrieben das komplexe Antwortverhalten von Neuronen
im ICc von P. parnellii, die durch die Kombination zweier abwértsfrequenzmodulierter Reize (FM1
| FM3) aktivierbar waren. Auf die einzelnen Reize allein zeigten die Neuronen unterschiedliche La-
tenzen und Abstimmkurven, hatten also ein dhnliches Antwortverhalten wie die ,,doppelt-phasisch*
antwortenden Neuronen bei E. fuscus. Die in der AP von P. discolor ,,doppelt-phasisch* antworten-
den Neuronen sind vor allem den im ICc von E. fuscus abgeleiteten ,,doppelt-phasischen* Neuronen
in ihren allgemeinen Antworteigenschaften sehr dhnlich. Das Auftreten dhnlicher physiologischer
Antworteigenschaften sowohl im IC (hier von E. fuscus) als auch in der AP von P. discolor, zeigt,
das die AP diese spezifische akustische Information aus dem IC erhalten kénnte. Unterstiitzt wird
diese Vorstellung durch die Projektionen, die nach Tracerinjektion in den caudalen Teil der AP
(siche auch Abbildung 4-28, Kap. 4) gefunden wurden. Diese Injektion deckte vorwiegend jenen
Bereich ab, in dem der grofite Teil der ,,doppelt-phasisch® antwortenden Neuronen lokalisiert war.
Nach dieser Injektion konnte eine Gruppe von retrograd markierten Neuronen im ventralen Teil des

IC von P. discolor gefunden werden. Eine 200 um weiter caudal zu diesem Injektionsort gelegene
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Injektion in Bereiche des SC fiihrte dagegen zu keinen markierten Neuronen im IC, was als weiterer
Hinweis gewertet werden kann, dass die retrograd markierten Bereich im IC die Afferenzen zur AP
darstellen. Neuronen bzw. Neuronengruppen, die ein tonisches Antwortmuster auf akustische Reize
zeigten, waren vor allem ventral in rostralen bzw. medianen Bereichen der AP zu finden (sieche Ab-
bildung 4-8, Kap. 4) und hatten zum Teil sehr lange Latenzen von bis zu 50 ms. Bei Injektionen in
rostral-mediane Bereiche (siehe auch Abbildung 4-26B; Kap.4), wurden vor allem kortikale Neuro-
nen retrograd markiert. Dies wiirde darauf hinweisen, dass die hier antwortenden Neuronen der AP
Eingiinge von Neuronen des auditorischen Cortex erhalten. Eine klare Abgrenzung zweier Po-
pulationen, die unterschiedliche akustische Afferenzen erhalten wird dadurch erschwert, dass die
rostal-medianen Bereiche zum Teil einen Mischbereich von Neuronen mit phasischem, ,,doppelt-
phasischem® und tonischen Antwortmuster bildeten und eine prédzise Zuordnung nicht erfolgen

konnte (Abbildung 4-8A, B; Kap. 4).

5.3.4 Abhiingigkeit von der Reizdauer

Neuronen, die eine Abhédngigkeit von der Reizdauer des akustischen Reizes zeigten, wurden zuerst
im Mittelhirn von Fréschen beschrieben (Narins & Capranica, 1980). Es stellte sich heraus, dass
diese auf Reizdauern abgestimmt waren, die der Dauer von spezies-spezifischen Vokalisationen
entsprachen (Gooler & Feng, 1992). Auch bei Flederméusen konnten solche reizdauerabhéngigen
Neuronen charakterisiert werden. Als Kriterium fiir eine Reizdauerabhidngigkeit wurde eine Erho-
hung der neuronalen Antwort um 50 % bei einer bestimmten Reizdauer oder Folge von Reizdauern
gegeniiber kiirzeren oder lingeren akustischen Reizen definiert (Ehrlich et al., 1997; Galazyuk &
Feng, 1997; Fuzessery & Hall, 1999; Casseday et al., 2000). In der AP von P. discolor wurden 37
Neuronen mit akustischen Reizen unterschiedlicher Dauer getestet und die neuronalen Antworten
anhand des oben erwihnten Kriteriums ausgewertet. Bei allen untersuchten Neuronen war beziig-
lich dieses Kriteriums eine Abhédngigkeit von der Dauer eines abwirts frequenzmodulierten Reizes
und / oder eines Reintons festzustellen. Der Befund, dass Neuronen auf abwiérts frequenzmodulierte
Reize eine Abhdngigkeit von der Reizdauer zeigten, wirft zu Recht die Frage auf, ob hier anstelle
der Reizdauerabhédngigkeit nicht die Verdnderung der Abstiegsflanke der Frequenzmodulation iiber
die Zeit fiir die Antwortidnderung verantwortlich ist. Ehrlich et al. (1997) argumentierten zwar, dass
eine Reizdauerabhingigkeit vorldge, wenn diese Neuronen auch auf unterschiedlich lange Reintone
Verianderungen im Sinne des oben beschriebenen Kriteriums in der neuronalen Antwort zeigten, je-

doch fokussierten weitere Studien ihre Untersuchungen der Reizdauerabhiangigkeit auf die Verwen-
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dung von Reintdnen (Galazyuk & Feng, 1997; Fuzessery & Hall, 1999).

Der erste Erkldrungsversuch der Reizdauerabhingigkeit durch ein reines Koinzidenzmodell
(Casseday et al., 1994) hatte eine Latenzverschiebung zum Offset des jeweiligen akustischen Reizes
zur Folge, die auch an Neuronen im IC zum Teil gezeigt werden konnte (Ehrlich et al., 1997). Es
konnte aber auch von IC-Neuronen abgeleitet werden, die keine solche Latenzverschiebung zeigten
und den Schluf} zulieBen, dass mehrere Mechanismen an der Entstehung der Reizdauerabhéngigkeit
beteiligt sind (Fuzessery & Hall, 1999). Eine derartige Latenzverschiebung bei steigender Reiz-
dauer konnte in der AP nur bei acht Neuronen gefunden werden, denen abwirts frequenzmodulierte
Reize prasentiert wurden. Bei Reintdnen zeigten diese Neuronen wie alle anderen Neuronen keine
Latenzverschiebung mehr. Die Reizdauer-Charakteristika von Neuronen innerhalb der AP entspra-
chen denen, die im IC von anderen Fledermdusen zu finden waren (Pinheiro et al., 1991; Galazyuk
& Feng, 1997; Ehrlich et al., 1997; Fuzessery & Hall, 1999). Untersuchungen an E. fuscus (Ehrlich
et al., 1997) und Myotis lucifugus (Galazyuk & Feng, 1997) zeigten, dass die bevorzugten Reizdau-
ern bei Neuronen im IC und AC dieser Fledermduse zwischen 1 bis 10 ms, mit einigen wenigen
Ausnahmen bis 20 ms lagen. E. fuscus und M. lucifugus dehnen in der Suchphase ihre abwirts fre-
quenzmodulierten Echoortungsrufe quasi CF-artig bis zu teilweise ca. 20 ms aus, so dass hier zur
bevorzugten Reizdauer ein biologisches Korrelat der Dauer des Echoortungsrufes bestand. Unter-
suchungen bei Antrozous p. pallidus, die kiirzere Echoortungspulse zwischen 1 bis 7 ms emittiert,
zeigten, dass auch hier die bevorzugten Reizdauern im Bereich der Echoortungsrufe lagen
(Fuzessery, 1993).

Bevorzugte Reizdauern bei Reintdénen und abwirts frequenzmodulierten Reizen lagen bei reiz-
dauerabhingigen Neuronen in der AP von P. discolor in einem Bereich von 2 bis 16 ms, wobei der
grofite Teil den Bereich zwischen 2-11 ms einnahm. Bisher ist bei P. discolor eine solche Veridnde-
rung der spektro-temporalen Zusammensetzung der Vokalisation in der Suchphase, wie bei E.
fuscus und M. lucifugus, nicht beschrieben und die ldngsten charakterisierten Echoortungslaute
liegen bei 2,5 ms (Rother & Schmidt, 1982). Jedoch kdnnen Echoortungslaute von sich im Freien
bewegenden Flederméusen verglichen mit sich im Labor bewegenden Flederméusen groflere Laut-
dauern aufweisen (Surlykke & Moss, 2000) und Pistohl (1998) beschrieb bei P. discolor sogenannte
Zirplaute. Dabei handelte es sich um multiharmonische (3-5 Harmonische) Vokalisationen, deren
starkste Harmonische einen Frequenzbereich von 40 bis 90 kHz abdeckten. Sie waren beziiglich der
Dauer der Laute in drei Klassen eingeteilt. Die kiirzesten hatten eine durchschnittliche Dauer von

2,6 ms, die mittleren eine durchschnittliche Dauer von 5,9 ms und die ldngsten eine durchschnittli-
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che Dauer von 14,2 ms. In den Verhaltensexperimenten von Pistohl wurden diese Zirplaute von den
Tieren zum Teil bei der Begegnung mit Artgenossen an der Futterstelle abgegeben. Bezogen auf
den spektralen Aufbau dieser Zirplaute, die sich bis auf die Lautdauer kaum von Echoortungslauten
unterscheiden, konnte es sich bei dem kurzen und mittleren Zirplaut-Typ auch um Echoortungslaute
zu bestimmten Zeitpunkten der Echoortungssituationen handeln. Zusammenfassend ist festzuhalten,
dass pritektale Neuronen anscheinend spezifische Informationen iiber die Dauer eines akustischen
Reizes erhalten. Der grofite Teil der bevorzugten Reizdauern liegen in einem Bereich, dem Echo-

ortungsrufe bzw. spezifische Kommunikationslaute von P. discolor entsprechen.

5.3.5 Neuronale Antworten auf Doppelreize

An der Kodierung von Objekt- oder Zielentfernung sind im Horsystem der Fledermaus aller Wahr-
scheinlichkeit nach so genannte kombinationssensitive Neuronen beteiligt. Kombinationssensitive
Neuronen werden durch Doppelreize (simulierte Folge von Puls und Echo) bei bestimmten Inter-
stimulusintervallen zwischen den Komponenten aktiviert, wihrend sie auf die Einzelkomponenten
oder bei anderen Interstimulusintervallen keine oder nur eine sehr schwach ausgepriagte Aktivitat
aufweisen (z.B.: Sullivan, 1982). Bei verschiedenen Fledermausarten konnten diese Neuronen auf
verschiedenen Ebenen im Horsystem, im AC (M. lucifugus: Sullivan, 1982; E. fuscus: Dear et al.,
1993) im MGB (P. parnellii: Wenstrup, 1999) im SC bzw. an den SC angrenzenden Gebieten (E.
fuscus: Valentine & Moss, 1997; Dear & Suga, 1995) und im IC (Portfors & Wenstrup, 1999) nach-
gewiesen werden.

Acht der 17 untersuchten ,,doppelt-phasisch* antwortenden Neuronen und eines der vier untersuch-
ten phasisch antwortenden Neuronen in der AP zeigten spezifische Aktivititsmuster auf die pra-
sentierten Doppelreize. Wihrend bei den ,,doppelt-phasisch* antwortenden Neuronen die 1. Aktivi-
tit unverdndert blieb, wies die 2. Aktivitit eindeutige Beziige zu bestimmten Interstimulusinterval-
len auf. Die 2. Aktivitit der ,,doppelt-phasisch® antwortenden Neuronen zeigte Parallelen zu Ant-
worteigenschaften kombinationssensitiver Neuronen, wie sie im AC von M. lucifugus (Sullivan,
1982) und im Mittelhirn von E. fuscus (Dear & Suga 1995) charakterisiert wurden. Hier fiihrten
Doppelreize mit bestimmten Interstimulusintervallen bei den untersuchten Neuronen zu einer Ak-
tivierung. Die Aktivitdt war an den 2. Reiz der Doppelreizkomponenten gekoppelt, was zu einer La-
tenzverschiebung fiihrte. Vier der ,,doppelt-phasisch* antwortenden Neuronen und das einfach pha-
sisch antwortende Neuron in der AP zeigten gleichfalls eine solche an den 2. Reiz gekoppelte Ak-

tivitdit mit einer Verschiebung der Latenz. Sullivan (1982) beschrieb auch kombinationssensitive
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Neuronen, die mit konstanter Latenz zum Beginn des Doppelreizes bei bestimmten Inter-
stimulusintervallen aktiviert wurden. Mit diesem Neurontyp koénnen die anderen drei ,,doppelt-pha-
sisch* antwortenden Neuronen verglichen werden, die eine eindeutige Antwort auf Doppelreize bei
bestimmten Interstimulusintervallen zeigten, aber keine an den 2. Reiz gekoppelte Aktivitit aufwie-
sen mit dementsprechend keiner Latenzverschiebung.

In ihrer Studie iiber kombinationssensitive Neuronen im SC von E. fuscus zeigten Valentine &
Moss (1997), dass die Aktivitdt der Neuronen auf Doppelreize stark vom Intensititsverhéltnis des 1.
und 2. Reizes abhingig war. Auf einen Doppelreiz mit dem bevorzugten Interstimulusintervall bei
gleicher Intensitdt von 1. und 2. Reiz war keine oder nur sehr geringe Aktivitdt messbar, wihrend
bei einer geringeren Intensitét des 2. Reizes eine stirkere Aktivitit zu beobachten war. Ein &hnli-
ches Antwortverhalten konnte bei dem untersuchten phasischen Neuron gemessen werden. Gleiche
Intensititen von 1. und 2. Reiz fiihrten zu keiner bzw. einer sehr schwachen Aktivierung, wéahrend
eine Abschwichung des 2. Reizes um 10 dB gegeniiber dem 1. Reiz zu einer hoheren Aktivierung
fiihrte. Eine weitere Abschwichung um 20 dB gegeniiber dem 1. Reiz fiihrte wieder zu einer ver-
minderten Aktivitdt. Innerhalb der AP konnte aber nur dieses eine Neuron beziiglich unterschiedli-
cher Intensitdten des 2. Reizes charakterisiert werden.

Doppelreize, die bei pratektalen Neuronen die hochste Aktivitdt hervorriefen, hatten Interstimulus-
intervalle im Bereich von 3,2 bis 9,8 ms mit einem Schwerpunkt im Bereich von 5,4 ms. Unter
natiirlichen Echoortungsbedingungen entsprechen diese ,,Laufzeiten® Objektentfernungen von 54
bis 166 cm. Im AC von E. fuscus konnten zwei Neuronenpopulationen mit bevorzugten Inter-
stimulusintervallen im Bereich von 3 bis 9 ms und 12 bis 21 ms charakterisiert werden (Dear et al.,
1993), wihrend im Mittelhirn von E. fuscus nur Neuronenpopulationen nachgewiesen werden konn-
ten, deren bevorzugte Interstimulusintervalle etwas hoher im Bereich von 8 bis 17 ms bzw.17 bis 30
ms lagen (Dear & Suga, 1995). Dear & Suga (1995) argumentierten, dass die im Mittelhirn gefun-
dene Verteilung der beiden kombinationssensitiven Neuronenpopulationen spezifisch mit ver-
schiedenen Stadien der Jagd (Suchphase, Anndherungsphase) korreliert sein konnte. Unterstiitzend
konnten sie zeigen, dass bei Neuronen mit bevorzugten Interstimulusintervallen im Bereich von 8
bis 17 ms die beste Echointensitit bei 60 dB +/- 16 dB SPL lag, wihrend bei Neuronen mit bevor-
zugten Interstimulusintervallen zwischen 17 und 30 ms die beste Echointensitidt mit 45 dB +/- 10
dB SPL im Vergleich niedriger war.

Die bei dem phasisch antwortenden Neuron gefundene beste Echointensitit lag bei 85 dB SPL und

die Doppelreize, die zu einer Aktivierung fiihrten, hatten Interstimulusintervalle in einem Bereich
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von 5,4 bis 12,1 ms. Die hohen Intensititen von 72,1 dB SPL +/- 13,0 dB SPL, die notwendig
waren um bei ,,doppelt-phasisch* antwortenden Neuronen die 2. Aktivitit auszuldsen (siche Abbil-
dung 4-11) weisen darauthin, dass auch bei Doppelreizen nur ,,Echos* mit hoher Intensitét regist-
riert werden. Damit wiirden die prétektalen Neuronen dem von Dear & Suga (1995) beobachteten
Trend entsprechen, dass ndmlich Neuronen, die eine Aktivierung auf Doppelreize mit kleinen Inter-
stimulusintervallen zeigen, eine hohe Intensitdt zur Aktivierung bendtigen.

Ein Spezialfall bildet das Neuron, das zusdtzlich zur ersten und zweiten Aktivitit noch eine dritte
Aktivitdt auf die prisentierten Doppelreize zeigte. Im Gegensatz zu den anderen acht Neuronen
zeigte dieses Neuron ab einem Interstimulusintervall von 9,8 ms eine 3. Aktivitit, die zeitlich an
den zweiten Reiz gekoppelt war und sich mit steigendem Interstimulusintervall vergroBerte (siche
Abbildung 4-20; Kapitel 4). Damit kdnnte das Neuron einer Gruppe von AP-Neuronen angehoren,
deren beste Interstimulusintervalle deutlich hoher als die der acht anderen charakterisierten Neuro-
nen liegen. Das konnte auf eine Existenz zweier Neuronengruppen hinweisen, die analog zu Dear &
Suga (1995) spezifisch mit verschiedenen Verhaltenskontexten (Suchphase, Anndherungsphase)
korreliert sind. Zum anderen konnte dieses Neuron aber hohe Repetitionsraten aufldsen, was die
stetige sich erhdhende Aktivierung erkldren konnte, die im Gegensatz zu den neuronalen Antworten
der anderen acht Neuronen steht. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die in der AP cha-
rakterisierten Neuronen durch Doppelreize aktiviert werden und gemeinsame physiologische Fi-

genschaften zu kombinationssensitiven Neuronen zeigen.

54 Neuronale Antworten wahrend der Vokalisation

Innerhalb des auf vokalisationsaktive neuronale Aktivitdten untersuchten rostro-medianen Teils der
AP zeigten die untersuchten Neuronen eine zur Vokalisation korrelierte Aktivitdt. Zwischen Ende
des elektrischen Stimulus und 5-10 ms vor Beginn der Vokalisation war eine tonische Aktivitét
feststellbar. Wurde unterschwellig gereizt und damit keine Vokalisation ausgeldst, war diese Ak-
tivitdt nicht vorhanden. Bei einem Neuron war die Aktivitit zeitlich eng an die Vokalisation gekop-
pelt. Die beiden Aktivititsmuster sind denen bei der Fledermaus R. rouxi im Nucleus ambiguus und
paralemniskalen Zone abgeleiteten tonischen Aktivititsmuster dhnlich (Riibsamen & Betz, 1986;
Metzner, 1993). Beide Strukturen sind in audio-motorische Verarbeitungsschritte mit eingebunden
(siehe auch Punkt 2.1; Kap. 2).

Neuronen des Ncl. ambiguus, die eine tonische Aktivitit vor der Vokalisation aufwiesen, zeigten
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zum Teil diese auch allein wahrend der Respiration (Riibsamen & Betz, 1986). Dagegen war bei
pritektalen vokalaktiven Neuronen eine Aktivitit nur bei der Vokalisation des Tieres vorhanden.
War der elektrische Reiz (siche Punkt 4.4; Kap.4) leicht unterschwellig, konnte bei den pritektalen
Neuronen auch keine Aktivitdt mehr gemessen werden. Neuronen in der paralemniskalen Zone, die
eine tonische Aktivitdt vor der Vokalisation aufwiesen, zeigten oft eine Korrelation zwischen Ent-
ladungsrate und Frequenz der jeweiligen Vokalisation und wurden auf eine mdgliche Beteiligung
an audio-vokalen Riickkopplungsmechanismen, speziell die der Doppler-Shift-Kompensation,
diskutiert (Metzner, 1993). Eine Abhéngigkeit der Entladungsrate von den verschiedenen Parame-
tern der Vokalisation konnte bei pratektalen Neuronen in dieser Untersuchung nicht iiberpriift wer-
den. Ahnlich den Neuronen in der paralemniskalen Zone konnte auch bei pritektalen Neuronen eine
Aktivierung durch akustische Reize und die eigene zuriickgespielte Vokalisation zusétzlich zur Ak-
tivierung durch die Vokalisation gezeigt werden. Fiinf der vokal aktiven Neuronen wurden auch
durch akustische Reize aktiviert. Sie zeigten ,,doppelt-phasische* oder phasische Antwortmuster mit
vergleichbaren Antworten auf Reinténe und abwiérts frequenzmodulierte Reize. Die Abstimmkur-
ven wiesen einen V-formigen Verlauf auf und die besten Interstimulusintervalle lagen im Bereich
von 5,4 bis 9,8 ms, wenn eine Aktivierung durch Doppelreize gegeben war. Abhingigkeiten von
der Reizdauer konnten bei diesen Neuronen nicht untersucht werden, jedoch zeigen sie dhnliche
akustische Eigenschaften wie die ,,doppelt-phasisch und phasisch antwortenden prétektalen Neuro-
nen.

Ein Neuron zeigte eine tonische Aktivierung nur wihrend aktiver Vokalisation und konnte durch
akustische Reize allein oder die zuriickgespielte Eigenvokalisation nicht aktiviert werden. Eine
Aktivitat wihrend der Vokalisation, ohne dass eine Aktivierung durch akustische Reize moglich ist,
wiirde analog zu Riibsamen und Betz (1986) bedeuten, dass dieses Neuron nur in die motorische In-
formationsiibertragung eingebunden ist. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass fast alle Neuronen
in der AP Informationen in Korrelation mit motorischen Abldufen oder mit spezifischen akusti-
schen Informationsinhalten verarbeiten. Damit stellen diese Neuronen vermutlich integrative Ein-

heiten dar, Giber die akustische Information modulierend auf die Motorik einwirken konnte.

5.5 Schlussfolgerung und mogliche funktionelle Bedeutung der AP

Anhand der bislang vorliegenden Befunde auf anatomischer und mikrostimulativer Ebene wurde

eine mogliche Beteiligung der AP an audio-motorischer Riickkopplung, speziell der Doppler-Shift-
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Kompensation diskutiert (Schuller, 1998). Die Ergebnisse der elektrischen Mikrostimulation, sowie
der elektrophysiologischen Charakterisierung der AP bei der FM-Fledermaus P. discolor bestétigen
die bislang diskutierten Uberlegungen, dass die AP eine audio-motorische Umschaltstelle darstellt.
P. discolor zeigt mit ihren kurzen multiharmonischen FM-Lauten eine bei Flederméusen héufig
vorkommende Ortungsstrategie und unterscheidet sich damit von der spezialisierten CF-Fledermaus
R. rouxi. Eine Einbindung der AP in die Doppler-Shift-Kompensation kann bei P. discolor daher
nicht diskutiert werden. Analog zu bisher durchgefiihrten Untersuchungen in Mittelhirnbereichen
von R. rouxi (Schuller & Radtke-Schuller, 1990) kénnen auch in der AP von P. discolor nur Voka-
lisationen ausgeldst, aber nicht in ihrem spektro-temporalen Muster verdndert werden. Das spricht
fiir eine Auslosefunktion der AP, die aller Wahrscheinlichkeit nach abhéngig von bestimmten Ver-
haltenskontexten Strukturen aktiviert, die an der Vokalisationsgenerierung beteiligt sind (Schuller
1998). Die AP erhilt akustische Informationen ausschlieBlich aus einem Frequenzbereich, der dem
der stirksten Harmonischen des Echoortungsrufes entspricht. Die kiirzesten gemessenen Latenzen
pritektaler Neuronen weisen auf eine relativ schnelle Aktivierung durch akustische Reize hin. Pri-
tektale Neuronen zeigen weiter eine Abstimmung auf Reizdauern, die mit der Dauer ihrer multi-
harmonischen Echoortungslaute und lingeren FM-Lauten korreliert ist. Damit erhalten und ver-
arbeiten pritektale Neuronen sehr spezifische Informationen {iber die eigenen Echoortungsrufe bzw.
moglicherweise Echoortungsrufe von Artgenossen, die sich im Bereich der Fledermaus authalten.
Diese akustischen Informationen werden weiter spezifiziert, dadurch dass die Neuronen der AP zu-
satzlich Information liber die Objektentfernung verarbeiten konnen. Die hohen Schwellen der pra-
tektalen Neuronen beschrianken ihre Funktion bei der audio-motorischen Verarbeitung auf den Nah-
bereich der Fledermaus. Durch die gefundenen efferenten Verbindungen zur Pons und zum Nucleus
ruber und afferenten Verbindungen vom Cerebellum ist nicht nur eine Beteiligung an voka-
lisationskorrelierten Riickkopplungen denkbar, sondern es besteht auch die Moglichkeit, dass die
AP analog zu ihrer Einbindung in visuelle Reflexe (Zilles & Rehkdmper, 1998), an der Vermittlung
schneller, akustisch gesteuerter Orientierungsbewegungen oder —reflexen beteiligt ist.

Die im Rahmen dieser Studie gewonnenen elektrophysiologischen Einblicke in die akustischen und
motorischen bzw. audio-motorischen Eigenschaften pritektaler Neuronen stellen eine erste Cha-
rakerisierung einer, auf dem Gebiet der akustischen Informationsverarbeitung bislang kaum un-
tersuchten Struktur dar. Die verschiedenen charakterisierten physiologischen Eigenschaften wie die
Abhingigkeit von der Reizdauer, die Aktivierung durch Doppelreize und die Integration von akusti-

scher und motorischer Information stellen wichtige Ansatzpunkte fiir nachfolgende Studien dar.
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