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Hirnforschung, Methoden der (methods
of brain research)

Zu den Methoden der Hirnforschung zihlen vor
allem die der empirischen Disziplinen Neuro-
anatomie, Neurophysiologie, Neuropsychologie
und TPsychophysik sowie die der theoretischen
Disziplinen TNeuroinformatik, Biokybernetik
und Biophysik. Die folgende Darstellung be-
schrinkt sich auf Methoden der empirischen
Hirnforschung und iiberdies auf solche, die typi-
scherweise zur Untersuchung von Wirbeltieren,
zum Teil auch von Menschen eingesetzt werden.
Dies bedeutet aber keineswegs die Geringschit-
zung theoretischer Methoden, ohne die schwer-
lich gezielte und systematische Empirie, wie sie
gerade die Komplexitit von Gehirnen erfordert,
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moglich ist. So ist die systemische Modellbildung
— vorzugsweise unmittelbar verhaltensrelevanter
Funktionen, aber auch méglicher Strukturen -
als Generalmethode der theoretischen Hirnfor-
schung wesentliche Quelle empirisch priifbarer
Hypothesen.

I Neuroanatomie

Aufere Gestalt und innerer Aufbau von Nerven-
systemen sind Gegenstand neuroanatomischer
Forschung. Untersucht wird tiberwiegend post-
mortal auf unterschiedlichen Skalen, bevorzugt
mikroskopisch und molekular, wozu Hirngewe-
be entnommen und teilweise aufwendigen Vor-
behandlungen unterzogen wird, die sich in drei
Priparationstechniken gliedern lassen: (i) Die
chemische Fixierung und Einbettung dient dem
Schutz vor Zersetzung und der mechanischen
Stabilisierung, bewirkt aber auch methodenspe-
zifische Schrumpfungen des Gewebevolumens
auf bis zu 42 %. (ii) Weil das Gewebe fiir die
mikroskopische Betrachtung ublicherweise zu
grof$ und zu kompake ist, werden — meist in ge-
frorenem Zustand - Diinnschnitte hergestellt
(Schnittdicken > 10 pm fiir Durchlicht-, > 10 nm
fiir Elektronenmikroskopie). (iii) Um Strukeu-
ren, die zu klein sind oder sich im Absorptions-
oder Lichtbrechungsvermogen nur gering unter-
scheiden, selektiv hervorzuheben, firbt und mar-
kiert man das Gewebe.

Hirnpriparate visualisiert man u. a. mit folgen-
den Hilfsmitteln: (i) Gewebeschnitte werden
tiberwiegend im Lichtmikroskop, seltener im
Fluoreszenz- oder Elektronenmikroskop unter-
sucht. (i) Weil hochauflésende Lichtmikroskope
wegen ihrer geringen Tiefenschirfe nur Teile von
Nervenzellen scharf abbilden, fertigt man durch
Nachfokussieren sogenannte Camera Lucida-
Zeichnungen an. Schichtbilder aus konfokalen
Scanning-Mikroskopen kann man im Digital-
rechner zu etwa gleichwertigen Darstellungen
kombinieren. (iii) Radioaktive Markierungen
weist man autoradiographisch nach, wobei die
strahlenden Gewebeschnitte direkt auf Film
aufgebracht oder mit Photoemulsion iiberzogen
und vor der Entwicklung meist mehrere Wochen
zur Belichtung kiihl gelagert werden.
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Die klassischen Firbetechniken sind die nach
C. Golgi und F. Nissl. Die Golgi-Firbung (s.
Abb. S.436) schwirzt offenbar zufillig bis zu
5% der T™Neurone vollstindig, d.h. sowohl Zell-
korper als auch TDendriten und unmyelinisierte
TAxone sind ebenso deutlich und detailliert er-
kennbar, wie nach gezieltem ,Fiillen® einzelner
Neurone mit Farbstoffen durch eine Mikropi-
pette. Die Nissl-Firbung (s. Abb. S. 224 oben)
betrifft dagegen a/le Neurone, wobei Nissl-Farb-
stoffe u.a. an die in Zellkorper und Dendriten
vorhandenen Ribosomen (die zelluliren ,Prote-
infabriken“) binden (Axone enthalten keine Ri-
bosomen). Daneben wendet man Silberfirbun-
gen an, dic Teile des Cytoskeletts hervorheben.
Mit all diesen Firbungen lassen sich also bevor-
zugt entweder Neuronenverteilungen oder die
Formen einzelner Neurone studieren.

Myelin- oder Markscheiden-Firbungen (s.
Abb. S.224 unten) kontrastieren die TMyelin-
hiillen von Axonen. Dies ermdéglicht einerseits
einen Uberblick iiber die Hauptverbindungs-
strukturen, andererseits eine Typisierung der
Axone in Nervenfaserbiindeln.

Beim iz vitro-Tracing firben sich nach einigen
Wochen die gesamten Zellmembranen der an
ciner Injektionsstelle mit Fluoreszenzfarbstoff
kontaktierten Neurone. Demgegeniiber zeigen
retro- und anterogrades Axon-Tracing auch die
Richtung der Signaliibertragung. Frither nutzte
man dazu lisionsbedingte Degenerationseffekte.
- Fir das moderne retrograde Axon-Tracing,
das klirt, woher ein Hirnteil Fasern erhilt, in-
jiziert man iz vivo z.B. das Enzym Meerrettich-
peroxidase, das vorwiegend von Axonendigungen
aufgenommen und durch axonale TTransport-
Mechanismen entgegen der Signalausbreitung
den Zellkorpern zugefihrt wird. Das Enzym
enthaltende Zellkorper erscheinen dann im
nach einigen Tagen entnommenen und speziell
behandelten Gewebe farbig gesprenkelt. Ahnli-
che Tracing-Ergebnisse liefern in Latexkiigel-
chen applizierte Fluoreszenzfarbstoffe. — Fur das
anterograde Axon-Tracing, das klirt, welche
Neurone von einem Hirnbereich synaptisch an-
gesprochen werden, injiziert man dort iz vivo
Tritium-markierte Aminosiuren, die selektiv
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von Zellkérpern aufgenommen, in Proteine ein-
gebaut und durch axonalen Transport in Signal-
ausbreitungsrichtung an die Axonendigungen
gelangen. Nach Priparation werden die radioak-
tiv markierten Aminosiuren autoradiographisch
(B-Zerfall) sichtbar gemacht. Auch hierfiir gibt es
neuerdings Fluoreszenzfarbstoffe.

Zunchmend Anwendung finden weitgehend
proteinspezifische immunhistochemische Fir-
bungen. Sie beruhen auf Antikorpern gegen z.B.
Endorphine — eine Gruppe von Neuropeptiden
— oder Enzyme, die am Auf- oder Abbau von
TNeurotransmittern beteiligt sind, aber auch
Strukturproteine, die u.a. Tonenkanile bilden.
Antikorper wenden sich gegen artfremde Pro-
teine und werden daher in anderen Tierarten
gewonnen, mit einem radioaktiven oder fluores-
zierenden Marker gekoppelt und auf das zu
untersuchende Gewebe gebracht, wo sie an das
Protein binden.

Mit der in situ-Hybridisierung — ciner gene-
tischen Methode — lassen sich Neurone markie-
ren, die spezifische Proteine auch tatsichlich
synthetisieren, und zwar indem die von der dop-
pelstringigen DNA des 1Zellkerns abgeleitete
Synthesevorschrift — die einstringige messenger-
RNA (mRNA) - sichtbar gemacht wird. Hierzu
stellt man aus vervielfachter DNA iz vitro radio-
aktiv markierte ,,Gegenstiicke” zur mRNA, also
komplementire Sequenzen, her. Beide Molekiil-
stringe verbinden sich im Praparat, so daf ein
in situ-Hybrid entsteht — ein Doppelstrang aus
mRNA und radioaktiv markiertem komple-
mentiren DNA-Strang — dessen Verteilung man
autoradiographisch darstellt.

Ein wichtiges Verfahren der funktionalen
Neuroanatomie ist die stoffwechselabhingige
“C-Desoxyglucose Markierung. Diese nur
schwer abbaubare radioaktive Glucose wird in
vivo injiziert und akkumuliert in Bereichen
erhohter neuronaler Aktivitit. Die Glukose-
verteilung wird im spater priparierten Gewebe
autoradiographisch (B-Zerfall) registriert. Funk-
tionsbezogen sind auch Calcium-Firbungen,
weil Ca-Tonen vielfiltige Transmitterfunktionen
erfiillen.
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Il Brain Imaging

Die meisten bildgebenden Verfahren (brain
imaging) sind wesentlich neuroanatomische Me-
thoden, die im Gegensatz zu den vorgenannten
auch am funktionsfihigen Gehirn anwendbar
sind. Die Anfang der 1970er Jahre realisierte
transaxiale ~ Rontgen-Computertomographie
(CT) beruht - wie jede gewdhnliche Rontgen-
aufnahme — auf der, abhingig von der réntgen-
optischen Dichte des Gewebes, unterschiedlich
starken Absorption oder Streuung von Réntgen-
strahlen. Bei der CT werden unter vielen Rich-
tungen Réntgenaufnahmen
(Projektionen) einer Hirnschicht gemacht. Aus
den umfangreichen Daten lafit sich nach Maf3ga-
be raffinierter mathematischer Transformationen
mit leistungsfihigen Computern ein Bild der
Schicht (Tomogramm), also ein zweidimensiona-
ler ,,Gehirnschnitt®, rekonstruieren. Darin lassen
sich, trotz der starken Absorption durch den
Schidelknochen, graue und weifle TSubstanz,
Blut und Cerebrospinalfliissigkeit unterscheiden.
Die minimale Schichtdicke betrigt etwa 1 mm,
die ortliche Auflssung der Tomogramme bis zu
0,5 mm. Bei Mef3zeiten =1 s liefert die iibliche
CT also Bilder der Hirnstruktur. Dagegen erlau-
ben die im folgenden beschriebenen Methoden
auch Aussagen iber Hirnfunktionen. Bei der
Positronen-Emissionstomographie (PET) wird
mit CT-ihnlichen Rekonstruktionsverfahren
die Verteilung injizierter und selektiv vom Gewe-
be aufgenommener Radioisotope aufgezeichnet.
Geeignete kurzlebige Isotope wie PO, !C, BN,
'8F, zerfallen unter Aussendung von Positronen,
die mit Elektronen rasch zu zwei y-Quanten zer-
strahlen, die etwa entgegengesetzt wegfliegen
und detektiert werden. Neben der Proteinsyn-
these und der Verteilung einiger Neurorezep-
tortypen lassen sich mit der PET - dhnlich der
Desoxyglucose-Methode (siche Neuroanatomic)
— der Glucose-Stoffwechsel und die lokale
Durchblutung, also mittelbar die Hirnaktivitit,
darstellen. Gewohnlich werden zeitlich (Mefizei-
ten <1min) und értlich aufeinanderfolgende
Schichtbildsequenzen erzeugt, wobei sich Akti-
vititsinderungen mit einer riumlichen Aufls-
sung von etwa cinem halben Zentimeter nach-

eindimensionale
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weisen lassen — besser als bei der nichtinvasiven
Elektro- und Magnetoencephalographie (siche
Neurophysiologie). — Durch diese Eigenschaften
wurde die PET auch zu einem neuropsycholo-
gischen Instrument. So versucht man Hirnregio-
nen zu ermitteln, die wihrend spezifischer ko-
gnitiver Leistungen wie Horen, Lesen oder Aus-
sprechen von Worten aktiv sind. Die Darstellung
der an einer Hirnleistung beteiligten Areale er-
fordert — nicht zuletzt wegen der Mefidauer - die
Subtraktion der vermutlich unspezifischen ,Hin-
tergrundaktivitit®, die zu bestimmen mit zuneh-
mender Komplexitit der Titigkeit schwieriger
wird. Zudem wird meist iiber Differenzbilder
verschiedener Versuche sowie unterschiedlicher
Personen gemittelt.

Ein weiteres rechnergestiitztes bildgebendes
Verfahren ist das MRI (magnetic resonance imag-
ing), auch NMR-Tomographie (nuclear magnetic
resonance oder Kernspinresonanz) genannt. Es
beruht auf der Ausrichtung der magnetischen
Momente korpereigener Atome mit Kernspin,
wie Wasserstoff, Kohlenstoff und Phosphor, in
einem Magnetfeld. Durch einen Radiowellenim-
puls passender Frequenz werden die Spins ausge-
lenkt und prizessieren. Danach kehren sie unter
Aussendung von Radiowellen in ihre Ausgangs-
lage zuriick (Relaxation). Frequenz und Ampli-
tudenverlauf der Emission hingen von der Stirke
des Magnetfeldes und empfindlich von der Nach-
barschaft der untersuchten Atomkerne — meist
Protonen — ab. Mit ortsabhingigen Magnetfel-
dern und Radiowellenfrequenzen kann man
Mefdaten fiir Schnittbilder fast beliebiger (Win-
kel-)Lage erzeugen. — Neben den anatomischen
gewinnen funktionale Aspekte an Bedeutung
(MR, functional MRI). So lifit sich z.B. auf-
grund geringfligig geinderter magnetischer Ei-
genschaften des Himoglobins die erhéhte venose
Sauerstoffkonzentration in Gebieten hoher neu-
ronaler Aktivitit nachweisen. (Es erhoht sich die
Durchblutung und damit die Sauerstoffzufuhr,
doch schalten die Neurone auf anaeroben Stoff-
wechsel, so dafl der vendse Sauerstoffgehalt
steigt.) — Das MRI hat mehrere Vorteile gegen-
iiber der CT oder der PET: (i) Es erlaubt — wie die
PET - anatomische und funktionale Aussagen.
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(ii) Es nutzt Signale aus dem darzustellenden Ge-
webe und erfordert weder radioaktive Substan-
zen noch ionisierende Strahlung. (iii) Die rium-
liche Auflosung ist mit typisch 0,5mm héher
als bei der PET. (iv) Mit spezieller Ausstattung
life sich z.B. die zeitliche Anderung der Sauer-
stoffkonzentration verfolgen. Man ist aber noch
weit davon entfernt, in den Zeitbereich von etwa
10 ms vorzudringen, in dem Hirngebiete Signale
austauschen. (Anderungen der Sauerstoffkon-
zentration treten erst etliche 100 ms spiter auf.)
Erginzend braucht man daher noch die riumlich
schlecht, zeitlich aber hochauflosende Elektro-
oder Magnetoencephalographie.

Il Neurophysiologie

Aufgabe der Neurophysiologie ist die Untersu-
chung der Nervensystemfunktion. Man versucht
also ortlich-zeitliche Vorginge durch Messung
molekularer, elektrischer und magnetischer Si-
gnale im lebenden Substrat auf unterschiedlichen
Skalen zu erfassen. Mit Ausnahme der Elektro-
und Magnetoencephalographie (TEEG, MEG)
sowie der bildgebenden Verfahren (siche Brain
Imaging) geschicht dies bei Tieren invasiv iz vivo
oder an entnommenem Gewebe oder Zellkultu-
ren iz vitro. Folgende Priparationstechniken
sind dabei zu unterscheiden: (i) Tiere im akuten
Versuch sind narkotisiert und paralysiert oder
relaxiert. Sie werden folglich kinstlich beatmet
und ihr Kreislauf wird stabilisiert. Gezielte Elek-
troden-Positionierungen sind dabei prinzipiell
moglich. Die Ableitdauer hingt vom Zustand
des Tieres und des Gewebes oder der Zelle ab.
Intrazellulire Ableitungen gelingen wegen Be-
wegungen selten und wenn, dann nur kurzzei-
tig. (ii) Chronisch implantierte Elektroden er-
lauben Messungen am sich verhaltenden Tier.
(iii) Nervengewebe in Dickschnitten (s/ices) oder
Zellkulturen bleiben in temperierter, osmotisch
korrekter Nihrlsung bei guter Sauerstoffversor-
gung und auf geeignetem Substrat bis zu einigen
Wochen weitgehend funkeionstiichtig. Sie er-
moglichen daher intrazellulire Ableitungen iiber
lingere Zeitriume. Weil der natiirliche Gewebe-
kontext fehlt und es kaum gelingt, das Ionen-
und Neuromodulator-Milieu iz vitro realistisch
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nachzubilden, sind zumindest quantitative
Schliisse auf Funktionen iz situ bedenklich.
Zudem kénnen sogar bei vollstindig entwickel-
ten Zellen Wachstum und Synapsenbildung
auftreten. Embryonales Gewebe erlaubt die Be-
obachtung neuronaler Strukturierung, u.a. der
Verbindungsbildung zwischen getrennt entnom-
menen Hirnteilen (Cokultur), z.B. zwischen
TRetina und Tectum (TSehsystem; TGehirn,
Aufbau des).

Nach der Priparation wendet man meist cine
der folgenden Mefitechniken an.

1. Die bislang wichtigsten neurophysiologi-
schen Methoden sind die der Elektrophysio-
logie, bei denen elektrische Signale des Hirns
gemessen werden. Hiufig untersucht man evo-
zierte oder ereignisbezogene neuronale Akti-
vitdt, die bei kontrollierter Sinnesreizung und
elektrischer oder biochemischer Nervenreizung
auftritt.

1.1. Ableitung neuronaler Massenaktivitit.
Grofiflichige oder gar extracorporale (EEG-)
Elektroden liefern riumlich gewichtete Sum-
menaktivititen von bis zu mehreren Millionen
Zellen. Ubliche Bandpafausziige solcher Mefsi-
gnale aus dem Bereich 0,5 bis 200 Hz zeigen den
Zeitverlauf ortlich summierter Strome in Zell-
korpern und TDendriten als sogenannte Feld-
potentiale (FP). Die Signalamplituden der sehr
hochohmigen Quellen liegen im 100 pV-Bereich.
Beispicele fur FP sind das TEEG - also die Auf-
zeichnung spontaner, meist thythmischer Poten-
tialschwankungen im klassischen Frequenzbe-
reich 0,5 bis 25 Hz sowie ereignisbezogene und
Tevozierte Potentiale — winzige aperiodische Si-
gnale, die man durch digitale Mittelung aus dem
EEG extrahiert. Bandpafigefilterte (1 bis 10 kHz),
gleichgerichtete und auf unter 200 Hz tiefpa3-
begrenzte lokale Summensignale einiger hun-
dert bis tausend Zellen zeigen im wesentlichen
die geglittete Impulsaktivitit (multiunit activity,
MUA).

1.2. Ableitung von Einzelzellaktivitit. Glas-
kapillar- oder Metallspitzen-Elektroden (Mikro-
elektroden mit freien Spitzen von 0,1 bis 10 pm)
erlauben die Aktivitit weniger, mitunter auch
einzelner Nervenzellen zu erfassen. (i) Bei fast
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allen Ableitungen iz vivo befindet sich die Elek-
trodenspitze nicht in einer Zelle, sondern extra-
zelluldr, so dafl im wesentlichen ihre TSpike-
aktivitit erfaflt wird. Weil diese auch von
Nachbarzellen stammen kann, wird z.B. mit
Amplitudenfenstern oder tiber Signaldifferenzen
mehrldufiger Elektroden versucht Einzelzellak-
tivitit zu extrahieren. Bei Messungen mit derzeit
bis zu hundert Elektroden stellt sich das Problem
der Positionierung und der Datenauswertung.
(ii) Intrazellulire Ableitungen erfordern un-
bewegtes Gewebe und hinreichend grofie Zell-
strukturen. Sie liefern elektrotonische und im-
pulsformige Zellsignale. Mittels elektronischer
Schaltungenkann man dasZellpotential oder den
Membranstrom konstant halten (voltage/current
clamp) und folglich Netto-Membranstréme bzw.
Zellpotentialinderungen unabhingig vom nicht-
linearen Membranleitwert bestimmen. (iii) Uber
Glasmikroelektroden, die spezielle Ionen enthal-
ten, liflt sich das intrazellulire Milieu gezielt
indern (Iontophorese) und, mit ionensensitiven
Medien gefiillt, bestimmt man die intra- oder ex-
trazellulire Konzentration einer Ionensorte.

1.3. Untersuchung isolierter Membranpro-
zesse. Die patch clamp-Technik erlaubt die Un-
tersuchung subzellularer bioelektrischer Vorgin-
ge, wie die Steuerung des Ionenflusses durch ein-
zelne Membrankanile. Dabei wird ein winziger
Membranbereich durch cine feine Glaskapillare
angesaugt und so vom Extrazellulirmedium iso-
liert oder gar von der Zelle abgetrennt. Die Ka-
pillare dient auferdem als Elektrode und der Zu-
fithrung von Ionen und Pharmaka.

2. Das MEG ist die Aufzeichnung schwacher
Magnetfelder im Gehirn, die durch Bewegung
elekerischer Ladungen entstchen. Die Messung
geschicht mit gekiihlten Detektoren, sogenann-
ten SQUIDs (superconducting quantum inter-
ference devices), mit denen sich extrem schwache
Felder <1pT (weniger als der zehnmillionste
Teil des Erdmagnetfeldes) nachweisen lassen.
Weil die MEG bevorzugt tangential, die EEG
tiberwiegend radial zur Schideldecke orientierte
elektrische Qtlellen (Dipole) erfafit, erginzen
sich die Verfahren, wobei die MEG riumlich bes-
ser auflost.
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3. Optische Verfahren

3.1. Optische Ableitungen (optical recording).
Die opto-clektronische Erfassung aktivitdtsab-
hingiger Anderungen der optischen Dichte oder
Polarisation von Zellen (intrinsische Signale)
oder applizierter spannungsabhingiger Farbstof-
fe liefert hochaufgeldste Bilder neuronaler Akti-
vitit an der sichtbaren Oberfliche von Gehirnen
oder an Gewebe iz vitro. Spannungsabhingige
Farbstoffe liefern brauchbaren Kontrast bei kur-
zer Ansprechzeit, sind aber toxisch; intrinsische
Signale sind duferst klein, trige und erfordern
aufwendige elektronische Bildsensoren sowie di-
gitale Bildmittelung, Hintergrundsubtraktion
etc.,, die die Aufzeichnung experimentell nicht
kontrollierbarer Aktivitit erschweren.

3.2. Infrarot-Videomikroskopie (IVM). We-
gen der Durchdringungsfihigkeit infraroter
Strahlung macht diese moderne Methode Zellen
auch in vergleichsweise dicken Priparaten detail-
liert sichtbar. Sie erlaubt die Erregungsausbrei-
tung im Gegensatz zu 3.1. auch in oberflichen-
fernen Bereichen zu studieren und Zellausliufer
unter direkter visueller Kontrolle mit der parch
clamp-Technik zu untersuchen.

4. Substitutionsexperimente. Nach Gabe von
Pharmaka auftretende Funktionsstorungen kon-
nen Aufschluf iiber Rezeptormolekiile und Neu-
ronentypen geben.

5. Lisions- oder Ausschaltungsverfahren.
Von Funktionsstérungen, die nach reversiblen
(Kiihlung) oder irreversiblen (TLision) lokalen
Eingriffen auftreten, erhofft man sich Aufschluff
tiber funktionale Beitrige der ladierten Strukeur.

IV Psychophysik

Mit Methoden der 1Psychophysik versucht man
Empfindungen zu objektivieren und zu quantifi-
zieren. Dazu konfrontiert der Versuchsleiter eine
Versuchsperson mit physikalisch wohldefinier-
ten Sinnesreizen, wobei ein oder mehrere Reiz-
parameter wie Intensiti, Dauer, Lage, Hiiuﬁg—
keit oder Grofie variiert werden. Er fragt jeweils
nach der Wahrnehmungder Reize und registriert
die Antworten der Versuchsperson. Es werden
sowohl absolute Wahrnehmungsschwellen als
auch Unterschiedsschwellen bestimmt.
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Psychophysische Experimente erfordern kon-
trollierte Reizbedingungen, also selektive senso-
rische Reize und moglichst konstante endogene
Bedingungen (Befindlichkeit, Emotion, Kogni-
tion). Die Messung von Empfindungen geschicht
dann anhand physikalischer Reizskalen, die mit
der Messung physikalischer Eigenschaften an
Empfindungen vergleichbar ist.
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