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1. Einleitung

1.1 Einfihrung in die Thematik

In popularwissenschaftlichen Veroffentlichungen ist immer haufiger von der Kom-
plexitat des Gehirns, seinen Leistungen und neuen therapeutischen Mdglichkeiten
bei dessen Erkrankungen die Rede. Das Interesse an dieser Thematik hat seit der
Dekade des Gehirns in den 90er Jahren sprunghaft zugenommen. Das wurde nicht
zuletzt auch durch die Verleihung des Nobelpreises fur Medizin an Arvid Carlsson,
Paul Greengard und Eric Kandel im Jahr 2000 deutlich.

Das Grof3hirn und seine Funktionsweise ist auch das Objekt cer vorliegenden
Arbeit. Es stellt nach heutiger Lesart die héchstentwickelte und komplexeste ne u-
ronale Struktur im Tierreich dar und Ubertrifft in seiner Komplexitat samtliche be-
kannten materiellen Strukturen. Es verarbeitet aufgenommene Sinnesinformatio-
nen und entwirft am Ende einer langen Kette von Verarbeitungs- und Bewertungs-
schritten angepasste und kontrollierte Reaktionen darauf.

Lebewesen, die kortikale oder homologe neuronale Strukturen besitzen, ist es
maoglich, aul3erst flexibel auf sich &ndernde Umweltbedingungen zu reagieren. Sie
besitzen dadurch einen wirksamen Uberlebensvorteil. Es ist in der Entwicklungs-
reihe der Wirbeltiere die Tendenz festzustellen, das eigene Uberleben und damit
auch das der gesamten Art durch zunehmende Flexibilitdit des Handelns zu g-
chern. Neben dem Menschen und Primaten werden auch anderen héherentwickel-

ten Wirbeltieren solche Fahigkeiten zugesprochen.

Es stellt sich die Frage, womit diese Entwicklung begrindet werden kann. Eine
Erklarung dafir liefert die Beobachtung, dass in der Stammesentwicklung (Phylo-
genese) der Wirbeltiere ein starkes Volumenwachstum und zahlreiche strukturelle
Veranderungen des Hirns zu beobachten sind. Ausgehend von unserem heutigen
Wissensstand folgern wir, dass diese neuen Strukturen flr die héheren kognitiven

Féahigkeiten verantwortlich sein missen.
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Dieses war jedoch nicht immer so. Ein Blick in die Medizingeschichte zeigt, dass
es ein langer Weg war, bis die Bedeutung des Gehirns tberhaupt deutlich wurde,
und erst in der Gegenwart wurde es als das Substrat fir das Denken und das
Bewusstsein erkannt. ,Bewusstsein ist kein Ding, sondern ein Prozess”, so driickte
es der amerikanische Psychologe William James (1842 bis 1910) aus.

Heute, am Ende der Dekade des Gehirns, sind durch ein Orchester anatomischer,
physiologischer, biochemischer und molekularbiologischer Methoden sehr viele
strukturelle und funktionelle Details des Hirns untersucht und verstanden worden.
Dabei stellte sich in vergleichenden Studien heraus, dass im Zuge der Evolution in
der aufsteigenden phylogenetischen Reihe neue Fertigkeiten jeweils mit verander-

ten oder neuen Hirnstrukturen einhergehen.

Diese Entwicklung spiegelt sich auch in der individuellen Entwicklung (Ontogene-
se) der Saugetiere wieder, in der phylogenetisch alte Strukturen frih entstehen,
wahrend die jungsten Strukturen, also auch der Neokortex, erst am Ende der Indi-
vidualentwicklung angelegt werden. Liegen genetische Defekte vor oder kommt es
durch auflere Noxen wie Fehl- oder Mangelerndhrung, traumatische L&sionen,
Intoxikation der Mutter wahrend der Schwangerschaft oder z.B. durch Komplikatio-
nen bei der Geburt zu Stérungen der Hirnentwicklung, kann dieses zu Entwick-
lungsstorungen (Dysgenesien) gerade der spat angelegten Hirnstrukturen des
Kindes fuhren. Die veranderten Strukturen kbnnen abhangig von der Art und Aus-
pragung zu pathophysiologischen Funktionsstdérungen wie z.B. epileptischen Anfal-

len oder psychiatrischen Erkrankungen fihren.

Anhand der Korrelation struktureller Deformationen mit vorangegangenen patholo-
gischen StorgroRen wird deutlich, dass in der Entwicklung des Hirns genetische
und epigenetische Faktoren Hand in Hand gehen. Auf der Grundlage eines genre-
tisch determinierten Gerusts unreifer neuronaler Vorlauferzellen entwickelt sich in
einer konzertierten Aktion genetisch determinierter und epigenetischer Faktoren
ein reifes und funktionierendes Gehirn. Ob und wie die genetischen Programme
durch elektrophysiologische Parameter beeinflussbar sein kénnten, soll die grund-

legende Frage dieser Arbeit sein.
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1.2 Anatomie und Arbeitsweise des Wirbeltiergehirns

Das Nervensystem gliedert sich in einen peripheren (PNS) und einen zentralen
(ZNS) Anteil. Sensorische Reize werden in der Peripherie durch Rezeptoren (z.B.
Mechanorezeptoren in der Haut) aufgenommen und in neuronale Aktivitatsmuster
transformiert. Diese Aktivitat wird Uber afferente Nervenfasern im Rickenmark an

das ZNS weitergeleitet und dort verarbeitet.

Im Gegenzug werden effektorische Befehle in Form von neuronalen Aktivitas-
mustern Uber efferente Nervenfasern vom ZNS uber das Ruckenmark an Effek-
torstrukturen (z.B. Muskeln) weitergeleitet. Dabei kdnnen jedoch schon innerhalb
des PNS auf der Ebene des Rickenmarks einfache Reflexschaltkreise gebildet
werden, die schnelle und unwillkiirliche Reaktionen auf perzeptierte Reize ermdgi-
chen. Im Bereich des Stammhirns geht das PNS in das zentrale Nervensystem

uber.

Das ZNS gliedert sich in entwicklungsgeschichtlich unterschiedlich alte Strukturen.
Einfache lebenserhaltende Funktionen werden in subkortikalen Zentren initiiert und
gesteuert. So werden die Atmung und vegetative Funktionen von relativ einfachen
Strukturen des peripheren Nervensystems und des Stammhirns gesteuert. Die
Mdglichkeiten, auf diese Prozesse von “h6herer Instanz”, also z.B. vom Neokortex,

bewusst oder willentlich Einfluss auszutiben, sind relativ bescheiden.

Der subkortikale Stammhirnbereich gliedert sich in das Nachhirn (Mylenzephalon)
mit der Medulla oblongata und der Pons, das Hinterhirn (Metenzephalon) mit dem
Cerebellum, das Mittelhin (Mesenzephalon), das Zwischenhirn (Dienzephalon) mit
der Hypophyse und dem Hypothalamus, sowie in die Endhirnkerne (Striatum,

Klaustrum, Korpus amygdaloideum), die auch Basalganglien genannt werden.

Sollen Kérperbewegungen koordiniert werden, reichen die motorischen Zentren im
Hirnstamm, dem Kleinhirn und den Basalganglien fur die meisten einfachen Bewe-
gungen aus. Bis zu den Reptilien bleiben die Basalganglien die oberste Kontrollin-

stanz fur den situationsgerechten Einsatz einfacher motorischer Programme.
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Im Verlaue der Evolution wurde die erste kortikale Struktur, die Althirnrinde (Archi-
und Palaeokortex), den Basalkernen als Kontrollinstanz vorangestellt. Diese Struk-
tur bleibt bei hoherentwickelten S&ugetieren als Hippokampusformation erhalten,
der schliel3lich in der weiteren Evolution eine weitere Kontrollinstanz, der Neokor-
tex, vorgeschaltet wurde (vgl. Romer, Parsons, 1983).

Der Neokortex (auch Neopallium genannt) integriert die unterschiedlichen Informa-
tionen aller Sinnesorgane in raumlich-zeitlichen Abbildungen seiner Umwelt in
distinkten kortikalen Arealen. In letzter Instanz werden aus diesen integrierten
Informationen Handlungsstrategien zur Reaktion auf Umweltreize entworfen und

Uber das PNS an ausfiihrende Strukturen (Effektororgane) tbermittelt.

Der Neokortex stellt damit die entscheidende phylogenetische Neuentwicklung des
Gehirns dar, die hohere Wirbeltiere und den Menschen zum bewussten Handeln

befahigen.

1.3. Die Evolution des Neokortex

Die vielfaltigen Baupléane der Wirbeltiergehirne weisen zahlreiche Gemeinsamkei-
ten auf. Alle Gehirne entstehen in der Embryogenese aus einem einschichtigen,
plattenformigen Epithelgewebe, das sich durch Invagination zu einer dorsal geke-
genen Rohre verschlie3t. Am anterioren Ende verdickt sich diese zu mehreren
Vesikeln, den Zerebralganglien, die das eigentliche spatere ZNS hervorbringen

werden. Das vorderste Zerebralganglion wird sich spater zum Grof3hirn entwickeln.

Aber nicht nur in der Ontogenese, sondern auch in der Phylogenese wird der Neo-

kortex mit dem Auftreten der Sugetiere als neueste Hirnstruktur ang elegt.

Es sind jedoch bereits bei niederen Wirbeltieren Strukturen zu finden, in denen ein
ahnlich hohes Mald an Integration neuronaler Aktivitdt moglich ist. So besitzen
Fische und Reptilien eine ,kortikale Platte”, in der die hdchste funktionelle Ebene
des ZNS dieser Tiere gesehen werden kann. Im histologischen Bild kénnen in

dieser Struktur drei Schichten unterschieden werden.
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Damit &hnelt die kortikale Platte dieser Tiere der Althirnrinde (auch Archaekortex

oder Archipallium) der Sauger.

Bei Vogeln kann man dagegen das Neo- und Ektostriatum als homologe Struktur
zum Neokortex betrachten. Hier kann man bereits spezifische sensorische Felder,
einen visuellen Wulst sowie einen somatosensorischen und auditorischen Kortex
differenzieren. Diese Strukturen verarbeiten jeweils eine Sinnesmodalitat, sind also

hoch spezialisiert.

Ausgehend von Fischen und Reptilien werden in der aufsteigenden Wirbeltierreihe
einerseits die olfaktorischen Einzugsbereiche stark verkleinert (bei Saugern blei-
ben sie auf den Palaeokortex beschrankt) und andererseits die Endstationen der

ubrigen Afferenzen zunehmend in das Vorderhirn verlagert.

Erst mit dem Auftreten der Sauger beginnt der neokortikale Mantel, dramatisch an
GrofRe zuzunehmen. Zeitgleich nimmt das Volumen des Thalamus, eine Struktur,
welche die afferenten Eingange der Sinnesorgane auftrennt, stark zu. Mit dem
Wachstum des kortikalen Mantels und seinen zahlreicher werdenden intra- und
subkortikalen Verbindungen geht eine Verlagerung der motorischen Kontrolle und
der gesamten Verhaltenssteuerung in diesen “neuen” Teil des Vorderhirns einher.
Weiterhin werden die zunehmende Grofl3e und Komplexitat des Neokortex von
einer starken Ausdehnung efferenter Projektionsbahnen zu alteren Hirnstrukturen
begleitet. Damit gewinnt der Neokortex mehr und mehr Modulationsmaéglichkeiten
anderer Bereiche des Gehirns. Bei Amphibien ist das Vorderhirn unmittelbar nur
mit dem Dienzephalon verbunden, bei Reptilien wird jedoch bereits das Mesen-
zephalon erreicht. Bei Saugetieren verlaufen absteigende kortikale Efferenzen zu
allen ,niederen“ Hirnteilen. Die motorischen Pyramidenbahnen des motorischen
Kortex ziehen zum Beispiel ohne synaptische Umschaltung bis ins Rickenmark

(siehe zu dieser Thematik z.B. : Romer, Parsons, 1983).

Seite 5von 167



Untersuchungen zur zellularen Physiologie des unreifen Neokortex der Ratte

1.4. Die Ontogenese des Neokortex

Die ,biogenetische Grundregel” besagt, dass die Entwicklung des Individuums von
der befruchteten Eizelle bis zum ausgewachsenen Organismus eine verkirzte,
beschleunigte Wiederholung der Stammesentwicklung sei, einander folgende
Embryonalstadien also adulte Zustandsbilder anzestraler Gruppen reprasentieren
(Haeckel, 1866).

Viele Strukturen, die denen von phylogenetisch ,niederen” Tieren ahnlich sind,
werden daher auch in der Ontogenese hoherer Saugetiere transient angelegt. In
der weiteren Ontogenese werden diese in andere Strukturen tberfuhrt oder elimi-

niert. Diese Mechanismen gelten auch fir die Entwicklung des Nerve nsystems.

In der Embryonalentwicklung wird die Entwicklung des Nervensystems (beim Men-
schen etwa in der dritten Schwangerschaftswoche) mit der Neurulation eingeleitet.
Dabei wird die Entstehung einer Neuralplatte aus dem ektodermalem Keimblatt
des Embryos durch diffusible, Chorda-mesodermale Signalstoffe induziert (Raballo
et al., 2000).

Die lateralen Rander der Neuralplatte falteten sich (beim Menschen im Verlauf der
vierten Schwangerschaftswoche) zu Neuralfalten auf, in deren Mitte die Neuralrin-
ne liegt. Die Neuralfalten wandern aufeinander zu und verschmelzen ausgehend

von der Halsregion in kranialer und kaudaler Richtung zum Neuralrohr.

Der kraniale, breitere Teil des Neuralrohrs weitet sich (beim Menschen zum Ende
der vierten Schwangerschaftswoche) zu drei Blaschen auf, die von kranial nach
kaudal als Prosenzephalon (pro = vorder-, enzephalon = Kopf), Mesenzephalon

(mes = mittel) und Rhombenzephalon (rhomb = l&anglich) bezeichnet werden.

Aus den lateralen Wanden des Prosenzephalon entstehen in Form zweier Ausstu-
pungen die spateren Grof3hirnhemispharen. Zusammen mit dem medialen Teil, der
Lamina terminalis, bilden sie das Telenzephalon. Die innenliegenden HohlrGume

bilden die spateren Seitenventrikel.

Der unpaarige Teil des Prosenzephalons entwickelt sich zum Dienzephalon. Am
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Boden der Seitenventrikel entstehen (beim Menschen in der sechsten Schwanger-
schaftswoche) die Basalganglien, die sich in das Lumen der Seitenventrikel vor-
wolben. Die Ubrige Hemisphéarenwand stellt die Anlage der Grof3hirnrinde (auch

palliale Anlage genannt) dar.

Im Bereich, in dem die Hemispharen mit dem Dach des Mesenzephalons ver-
schmelzen, bleibt die Hemisphérenwand sehr diinn und es finden sich keine ne u-
ronalen Zellen. Statt dessen entwickelt sich hier ein Gefallmesenchym, der Plexus
choroideus, der in das Lumen der Seitenventrikel hineinragt und fur den Li-

quorhaushalt verantwortlich ist.

Der medio-dorsale Bereich der Grol3hirnrinde, das Archipallium, verdickt sich zur
Hippokampusformation und wolbt sich in die Seitenventrikel vor. Mit der Entwick-
lung des Korpus kallosums, der medio-dorsalen Verbindung der Grof3hirnhemi-

sphéaren im Telenzephalon, verschieben sich die Hippokampi nach lateral.

Der Neokortex entwickelt sich zuletzt in der Ontogenese, dehnt sich weiter frontal,
dorsal und occipital aus, und bedeckt schliel3lich die lateralen Bereiche des Dien-
zephalons und Mesenzephalons sowie den kranialen Bereich des Mesenzepha-

lons.

Beim Menschen differenzieren sich anatomisch abgrenzbare Stirn-, Schlafen- und
Hinterhauptslappen. Bis zum Zeitpunkt der Geburt vergréRert sich zugleich die
kortikale Oberflache durch die Bildung von Windungen (Gyri), die durch Furchen

(Sulci) voneinander getrennt werden.

Mit dem Wachstum des Grol3hirns gehen die Zunahme und das Wachstum affe-
renter und efferenter Axone einher. Diese bilden zusammen die Capsula interna,
die den Neokortex mit dem Hirnstamm und dem Rickenmark verbindet. Die darin
verlaufenden Bahnen durchdringen auf lhrem Weg die Basalganglien und untertei-
len diese in den Schalenkdrper (Putamen) und den Schweifkdrper (Nukleus kaud a-
tus). Zusammen bilden beide Kerne und die durchlaufenden Fasern wegen des
gestreiften histologischen Bildes das Korpus striatum (vgl. Forssman, Heym, 1985;
Uylings et al., 1990).
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Wie bereits beschrieben, ist der Archaekortex der Saugetiere dem histologischen
Bild der kortikalen Platte der Fische und Reptilien aufRerst ahnlich. Beide Struktu-
ren sind dreischichtig aufgebaut und weisen zytoarchitektonische Gemeinsamkei-
ten auf (Butler, 1994; Nieuwenhuys, 1994). Auch in der Entwicklung des Neokortex
findet man vortubergehend eine dreischichtige Struktur, welche cm adulten A-
chaekortex der Sauger bzw. der kortikalen Platte der Fische und Reptilien ahnelt
(Blanton & Kriegstein 1991a, 1991b).

Diese drei transienten Schichten werden von der pialen Oberflache her gesehen
als Marginalzone, kortikale Platte und Subplatte bezeichnet und lassen sich durch
spezifische zytoarchitektonische Merkmale beschreiben. Auf diese Merkmale, ihre
strukturelle Entwicklung und ihre Funktion soll im n&chsten Abschnitt genauer

eingegangen werden.

1.5. Die zytoarchitektonische Entwicklung des Neokortex

Obwohl heute sehr viele neuroanatomische Befunde Uber die Kortikogenese vor-
liegen, ist gegenwartig recht wenig Uber die Mechanismen, die an der friihen korti-
kalen Differenzierung beteiligt sind bekannt. Experimentelle Arbeiten an Primaten
und niederen Saugetieren haben jedoch Erkenntnisse Uber die Art und zeitliche
Abfolge grundlegender Entwicklungsvorgange erbracht und zum Entwurf kortikaler

Entwicklungsmodelle gefiihrt.

Die Entwicklung der Hirnrinde lasst sich in drei zeitliche Abschnitte unterteilen, die
abhéangig von der betrachteten Region zu unterschiedlichen Zeitpunkten beginnen,
sich aber zeitlich und rdumlich Uberschneiden kdnnen. Es lasst sich eine Phase
gesteigerter Neuroblastenproliferation in der Ventrikularzone von einer Phase der
radialen und tangentialen Migration unreifer Neurone und von einer anschlie3en-
den Phase der Differenzierung und kortikalen Organisation unterscheiden. Im
Folgenden sollen diese drei Stadien der Kortikogenese erlautert werden.
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1.5.1 Die Bildung unreifer neuronaler Vorlauferzellen
Im Neuroepithel der Grof3hirnrinde werden pluripotente Vorlaufer- oder Stammzel-
len gebildet. Im Zuge der Embryonalentwicklung entstehen aus diesen durch prol-

ferative Zellteilungen neuronale Vorlauferzellen und Gliazellen.

Die Proliferation wird durch diffusible epidermale oder fibroblastische Wachstums-
faktoren aus den umgebenden Epithelien induziert (Tropepe et al., 1999; Raballo
et al., 2000). Dieses geschieht in den Ventrikular- und Subventrikularzone genann-
ten Laminae des Grol3hirns (Berry et al., 1965; Davies & Temple, 1995; Williams &
Price, 1995; Lavdas et al., 1996).

Es stellt sich die Frage, welche der Stammzellen sich zu welchem Zeitpunkt teilen,

welche sich davon zu Neuronen, welche zu Gliazellen differenzieren und welche

Faktoren daran beteiligt sind.

Die Aufklarung des Schicksals undifferenzierter Neuroblasten ware madglich, wenn
man die Entwicklung einzelner Zellen in vivo verfolgen kdnnte. Dieses ist z.B.
durch dauerhafte radioaktive Markierung undifferenzierter Stammzellen mdglich,
deren Tochterzellen zu spateren Zeitpunkten auf diese Markierung hin Uberpruft
werden konnen. Solche Untersuchungen ergaben, dass bei Ratten (21 Tage Tra-
gezeit) zwischen dem 11. embryonalen Tag (E11) und der Geburt (PO) alle neokor-

tikalen Neurone aus pluripotenten Stammezellen entstehen (Sidman & Rakic,1973).

Es konnte weiterhin in Transplantationsversuchen gezeigt werden, dass die spate-
re laminare Zugehdrigkeit der neuonalen Vorlauferzellen bereits in der Proliferati-
onsphase vor Abschluss der Migrationsphase determiniert und damit zumindest
teilweise genetisch bestimmt wird (McConell & Kaznowski, 1991; Frantz & McCo-
nell, 1996).
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1.5.2 Neuronale Zellmigration und Laminierung

Die postmitotischen Tochterzellen der Ventrikularzone (VZ) stellen unreife neuro-
nale und gliale Vorlauferzellen mit sehr einfacher Morphologie dar. Sie missen
ihre endgiltige Position in der dreidimensionalen Struktur des Neokortex erst fin-
den. Die erste Leitstruktur des entstehenden Neokortex wird von Gliazellen der
Ventrikularzone gebildet, die eine langliche Morphologie annehmen und sich zur
pialen Oberflache hin ausstrecken. Wegen ihrer radialen Anordnung werden sie

Radialgliazellen (RG) genannt.

Unreife neuronale Vorlauferzellen der Ventrikularzone beginnen (bei der Ratte ab
dem 10. bis 15. Tag post conceptionem, beim Menschen von Tag 35 bis Woche 9
post conceptionem), entlang der Radialgliazellen in Richtung auf die piale Oberfla-
che hin zu migrieren, um die erste kortikale Lamina, die palliale Anlage (von ver-
schiedenen Autoren auch primordiale plexiforme Schicht, Praplatte oder friihe
Marginalzone genannt) mit den Pionierneuronen zu bilden (Marin-Padilla, 1970;
1971; 1978; Rickmann et al., 1977; Uylings et al., 1990; O'Leary & Borngasser,
1992, Wood et al., 1992) (siehe Abb. 1). Die Dicke der Neuralrohrwand und daher
auch die Wanderstrecke der Neurone betragt zu dieser Zeit einige Hundert Mikro-

meter.

Einwandernde Axone aus subkortikalen Bereichen bilden zusammen mit Pionier-
neuronen zwischen der Ventrikularzone und der pallialen Anlage (bei der Ratte ab
dem 16. embryonalen Tag) zwei Intermediarzone (I1Z) und Subventrikularzone (SZ)
genannte Schichten aus. Neuronale Vorlauferzellen, die weiterhin aus der Ventri-
kularzone einwandern, bewegen sich entlang der Radialgliazellen durch die Inter-
mediarzone und bilden ab dem 17. embryonalen Tag in der pallialen Anlage die
kortikale Platte (CP). Diese trennt nun unter anderem die nach ihrem Entdecker
benannten Cajal-Retzius (CR) Neurone (Ramon y Cajal 1891; Retzius 1893) der
von nun an Marginalzone (MZ) genannten oberflachennahen Schicht von den
Neuronen der nun Subplatte (SP) genannten Schicht (Marin-Padilla, 1978; Luskin
& Shatz, 1985; Uylings, 1990).
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Abb. 1 Die neuronale Migration in der Entwicklung des Neokortex des Affen. Postmitotische
migrierende Neurone (MN) der Ventrikulérzone (VZ) migrieren entlang der Radiargliazellen (RG)
durch die Intraventrikularzone (1Z) und die Subplatte (SP) in die kortikale Platte (CP) ein, bis sie
Kontakt mit Neuronen der Marginalzone (MZ) aufnehmen.

In der kortikalen Platte werden die inneren Schichten zuerst, die auf3eren Schichten zuletzt gebil-
det. Die migrierenden Neurone mussen also durch die friih gebildeten Schichten hindurch wandern.
Aus der kortikalen Platte entstehen so im Laufe der Zeit die Laminae VI bis II.

CC und TR bezeichnen Eingénge aus anderen Kortexbereichen bzw. aus dem Thalamus, NB und
MA kennzeichnen weitere subkortikale Afferenzen (aus: Rakic, 1988).
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Die kortikale Platte differenziert sich in die spateren adulten Schichten Il bis V.
Dabei werden tiefe Schichten zuerst gebildet, wahrend die Schichten 1l und II
gegen Ende der neuronalen Migrationsphase entstehen (“inside firstoutside last
layering") (Abb. 1).

Verschiedenste notwendige Faktoren sind fiir die Sicherstellung des geordneten
Ablaufs der komplexen Migrationsvorgange bisher identifiziert worden. Eine en-
scheidende Aufgabe wahrend der neuronalen Migration entlang von Radialgliazel-
len haben z.B. Molekile wie Reelin, gliale Wachstumsfaktoren, Neureguline, h-
tegrine, oder Astrotaktin und ihre entsprechenden Rezeptoren auf der glialen und
neuronalen Zellmembran. Diese, zur Gruppe der Adhasionsmolekile zahlenden
Substanzen, dienen der Kontaktaufnahme, Haftung, Induktion und der Beendigung

der Migration.

Die Migration selbst beruht auf einer Kaskade zytoskelettaler Auf- und Abbauvor-

gange (Gleeson & Walsh, 2000). Als Stopsignal fir migrierende Neurone dient
vermutlich das Protein Reelin, das von CR- und nicht CR-Neuronen der Marginal-

zone freigesetzt wird (Meyer & Goffinet, 1998; Dulabon et al., 2000).

Neben der radialen Migration gibt es tangentiale Migrationsbewegungen neurora-
ler Vorlauferzellen, deren Mechanismus zum Teil noch unklar ist. Wéahrend die
spateren Projektionsneurone durch radiale Migration aus der Ventrikularzone ein-
wandern, gelangen vor allem die spateren GABAergen Interneurone aus subkorti-
kalen Bereichen durch tangentiale Migration an ihren spateren Bestimmungsort
(Tan & Breen, 1993; Anderson et al., 1997; Walsh & Cepko, 1988, 1992, 1993).
Neuere Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass die spateren Interneurone
des adulten Neokortex aus der lateralen gangliondren Eminenz des ventralen
Telenzephalons entlang der sich entwickelnden kortikofugalen axonalen Projektio-

nen einwandern (Parnavelas, 2000).

1.5.3 Die kortikale Diffenzierung

Nach dem Erreichen ihrer Zielgebiete unterliegen die postmigratorischen Neurone

der verschiedenen kortikalen Laminae der weiteren morphologischen Differe nzie-
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rung. Verbunden damit ist eine Zunahme der synaptischen Konnektivitdt und der
neuronalen Aktivitat. Es bilden sich funktionell aktive Schaltkreise, sowie zune h-
mend mehr und weitreichende afferente und efferente Projektionen (Ghosch et al.,
1990; Ghosh & Shatz, 1992a, 1992b, 1993; Erzurumlu & Jhaveri, 1992; Miller et
al., 1993; Kageyama & Robertson, 1993; Catalano et al., 1991; Allendoerfer et al.,
1994).

Im Verlauf der spateren Entwicklung unterliegen die kortikalen Neurone weiteren
synaptischen und subsynaptischen Veranderungen. Zum einen geschieht dieses
auf der Ebene der Neuriten, zum anderen auf der Ebene der Rezeptoren und ih-
nen nachgeschalteter Strukturen.

Nach einer Phase erhohter Plastizitat in der juvenilen Phase kommt es in der Re-
gel in der weiteren Reifung des Neokortex zu einer Reduktion synaptischer Kon-
nektivitat, die fur die Herstellung der Funktionalitat von grof3er Bedeutung zu sein
scheint. Ahnliche plastische Veranderungen in der Konnektivitat konnen auch nach
Abschluss der Hirnentwicklung z.B. bei Lernvorgangen oder bei Regenerations-

vorgangen nach Verletzungen von Hirngewebe stattfinden.

1.6. Die Neurone des perinatalen Kortex

Es gibt viele Moglichkeiten, die Neurone des neonatalen Kortex zu klassifizieren.
Mdoglich ist eine Einteilung nach Alter, Lage, Morphologie, Konnektivitat, Ursprung,
Ausstattung mit bestimmten Transmittersystemen und/oder anderen spezifischen

Molekullen, oder eine funktionelle Klassifizierung.

Hier soll das Augenmerk auf die ontogenetische Persistenz und Relevanz der
Neurone gelenkt werden. Einerseits gibt es transiente, im Verlauf der Kortikogene-
se nachweisbare Populationen von Neuronen, die im weiteren Verlauf der Hirn-
entwicklung (in Abh&ngigkeit von der untersuchten Spezies) nicht mehr oder nur
noch schwer nachweisbar sind. Andererseits finden sich persistierende Neurone,

die relativ spat in der Ontogenese angelegt werden und in der ausgereiften Hirn-

rinde die Majoritat der Projektions - und Interneurone darstellen werden.
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Zu den transient nachweisbaren Neuronen gehdren die Pionierneurone der pallia-
len Anlage, Cajal-Retzius Neurone der Marginalzone und die Subplattenneurone.
Diese Zellpopulationen werden in der Phase der kortikalen Proliferation als erste
Neurone generiert. In den ersten postnatalen Wochen reduziernt sich jedoch ihre
Zahl bestéandig, bis sie schlief3lich kaum oder nicht mehr nachzuweisen sind (Wah-
le & Meyer, 1987). Die Mehrzahl dieser Neurone enthalten den Neurotransmitter ¢
Aminobuttersdure (GABA), ahneln in dieser Eigenschaft also den Interneuronen
des adulten Ne okortex (Mason et al., 1991; Bauer et al., 1991).

Neben diesen transienten Zellpopulationen entstehen in der spateren embryonalen
und perinatalen Kortikogenese in der Mehrzahl persistierende Neurone, welche die

Nervenzellen des reifen Neokortex darstellen werden.

Die pyramidalen Neurone des adulten Neokortex sind Derivate der kortikalen Plat-
te, zum Teil aber auch der Subplatte, wahrend die meisten Interneurone tangential
aus der lateralen ganglionaren Eminenz einwandern (Parnavelas 2000). Im adulten
Kortex stellen glutamaterge Pyramidenzellen etwa 80% der gesamten Neuronen-
population dar, wahrend etwa 20% aller Neurone GABAerge Interneurone sind. Mit
ihren weitverzweigten, lokalen Axonkollateralen stellen die Interneurone des adu-
ten GroRRhirns ein Gleichgewicht zwischen Exzitation und Inhibition im Neokortex

her.

Die Bedeutung der transienten Neuronenpopulationen stellt ein groRes Ratsel dar.
Zum einen ahneln sie sehr den persistierenden Neuronen niederer Wirbeltiere und
konnten daher auch funktionell aktive Strukturen wie bei diesen Tieren bilden, zum
anderen ist aber auch bekannt, dass sie im “reifen” Gehirn der Sauger keine wich-
tige funktionelle Rolle spielen. Weshalb also sollten so hoch geordnete Strukturen
in der Entwicklung Uberhaupt auftreten? Stellen Sie lediglich ein stammesge-
schichtliches Relikt dar, dienen sie der Entwicklung des Neokortex oder haben sie
eine Aufgabe in transienten kortikalen Schaltkreisen? In den folgenden Abschnitten
sollen die bisher bekannten wesentlichen Eigenschaften der Neuronenpopulatio-

nen des perinatalen Neokortex ausfuhrlicher dargestellt werden.
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1.6.1 Pionierneurone

Die ersten postmigratorischen Neurone bilden oberhalb der Ventrikularzone eine
diinne Schicht, die palliale Anlage. Die darin enthaltenen Neurone werden Pionier-
neurone genannt, da sie als erste gebildet werden und als erste reifen. Spater
liegen diese Zellen jedoch aufRerhalb der kortikalen Platte. Sie stellen eine sehr
heterogene neuronale Population dar. Sie bilden in der Embryogenese eine tra n-
siente, kortikale Struktur und sind vermutlich funktionell aktiv (Marin-Padilla, 1978,
1988; Bayer & Altmann, 1990, Kostovic & Rakic, 1990; Uylings, 1990).

1.6.2 Neurone der Marginalzone

Lange Zeit wurden lediglich Cajal-Retzius (CR) Neurone als neuronaler Bestandteil
der Marginalzone genauer untersucht. Allerdings hat sich in jlingerer Zeit gezeigt,
dass in der frihen kortikalen Entwicklung verschieden Populationen von mono-
oder bipolaren Neuronen in dieser Schicht vorliegen, von denen sich die meisten,
jedoch nicht alle durch die Expression des Proteins Reelin auszeichnen (Meyer &
Goffinet, 1998). Diese Neurone spielen vermutlich eine wichtige Rolle in einem
perinatalen neurotropisch wirksamen Netzwerk (Kim et al. 1995; Hestrin & Arm-
strong, 1996; Zhou & Hablitz, 1996; Mienville & Barker, 1997; Schwartz et al. 1998;
Mienville 1998).

CR Neurone der Marginalzone sind als Derivat der pallialen Anlage unter den
ersten postmitotischen Zellen des zerebralen Kortex (Uylings et al., 1990; Soriano
et al., 1994). CR Neurone sind tangential in der Marginalzone orientiert und bilden
dort ein dichtes Axonnetzwerk mit Kollateralen, die teilweise auch in tiefere Schich-
ten projizieren (Bradford et al., 1977; Marin-Padilla, 1990; Hestrin & Armstrong,
1996; Zhou & Hablitz, 1996c). In jingerer Zeit wurde postuliert, dass zumindest ein
Teil der horizontal orientierten Zellen der Marginalzone aus der lateralen ganglio-

naren Eminenz einwandern (Lavdas et al., 1999).

CR Neurone enthalten neben dem Neurotransmitter g-Aminobuttersaure (GABA)

Neuropeptide, wie z.B. Cholecystokinin (CCK) und zahlreiche Kalzium -bindende
Proteine wie Calbindin, Calretinin und Parvalbumin (Chun et al., 1987; Imamoto et
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al., 1994; Verney & Derer, 1995; Uylings et al., 1997; Marin-Padilla 1998, Pesold et
al. 1998). Ein wesentliches Merkmal der CR Neurone ist, wie eingangs beschrie-
ben, die Expression und Sekretion des extrazellularen Matrixproteins Reelin, des-
sen Abwesenheit in der Mausmutante reeler zu einem veranderten Migrations-
verhalten spéater gebildeter Neurone, und dadurch zu schweren kortikalen Defor-
mationen fiihrt (D'Arcangelo et al., 1995; Ogawa et al., 1995). Vermutlich sind CR
Neurone daher unter anderem durch die Reelin-Sekretion fur die Steuerung der
frihen unspezifischen Phase der kortikalen Ontogenese verantwortlich. In dieser
Zeit migrieren postmitotische Zellen aus dem periventrikularen Bereich in die korti-
kale Platte ein. Reelin wird dabei eine repulsive Funktion zugeschrieben, das den
migrierenden Neuronen als Stopsignal dient (Schiffmann et al., 1997). Fiur die
gesteuerte Migration und die endgultige Laminierung sind die Reelin-positiven CR-
und nicht CR-Neurone daher unabdingbar (D'Arcangelo et al., 1995; Ogawa et al.
1995; Rakic & Komuro, 1995; Rakic & Caviness, 1995; Marin-Padilla, 1998).

Aus der Marginalzone wird in der weiteren Entwicklung die Schicht | hervorgehen.
CR Neurone jedoch sind im adulten Neokortex kaum noch nachzuweisen. Es ist
bisher nicht sicher entschieden, ob dieser Zelltyp durch Apoptose verschwindet
(Meyer & Gonzales-Hernandez, 1993; Del Rio et al., 1996), oder lediglich durch die
Volumenzunahme des reifenden GroR3hirns bis unter die Nachweisgrenze verdinnt
wird (siehe dazu Marin-Padilla, 1998).

1.6.3 Migrierende pyramidale Vorlauferzellen

Neokortikale Pyramidenzellen entstammen den pluripotenten Neuroblasten der
Ventrikular- und Subventrikularzone. Kurz nach Durchlauf des mitotischen Zellzyk-
lus sind die Tochterzellen einfach strukturiert. Diese unreifen Neurone wandern
entlang der Radiargliazellen in die kortikale Platte ein und bilden schlieflich einen
prominenten apikalen Dendriten aus. Nach Abschluss der Migration beginnen sie,
die typische Morphologie der Pyramidenzellen anzunehmen. Abhéangig vom Zeit-
punkt ihrer mitotischen Teilung und der Dauer ihrer Migration verharren die Vorlau-
fer der Pyramidenzellen mit ihnren Somata in Hohe der spateren Schichten VI bis 1l
(Marin-Padilla, 1992; 1998).
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1.6.4. Verzweigte Pyramidenzellen

Wenn die unverzweigten Pyramidenzellen ihre endgultige Position in der kortikalen
Platte bzw. in ,ihrer* Lamina erreicht haben, beginnen sie mit verstarktem Neuri-
tenwachstum. In der Regel haben die ,reiferen* Pyramidenzellen daher einen api-
kalen, haufig auch einen basalen Dendriten ohne Dornfortsatze und ein fusiformes
Soma. Der apikale Dendrit verzweigt sich, abhéngig von der laminaren Lokalisati-
on, in den dartber gelegenen Schichten. Daraufhin I6st sich das Neuron von der
Radiarglia. Durch die zunehmende Ramifizierung nimmt die rdumliche Ausde h-
nung, in der synaptische Eingange dieses Neuron erreichen kdnnen, zu. Verzweig-
te Pyramidenzellen haben bereits ein deutlich erkennbares Axon mit Kollateralen

und sind damit in ein synaptisches Netzwerk integriert (Marin-Padilla, 1992; 1998).

1.6.5. Subplattenneurone

Diese Population von Neuronen zeichnet sich durch ihre grol3e Heterogenitat aus.
Gleichzeitig mit den CR Neuronen entstehen die Subplattenneurone (SP) sehr frih
in der Ontogenese aus pluripotenten Neuroblasten und bilden mit ersteren die
primordiale plexiforme Schicht, noch bevor die Neurone der kortikalen Platte gene-
riert werden. In der weiteren Entwicklung sind ihre Somata direkt unterhalb der friih
entstehenden Schicht VI in der weil3en Substanz zu finden (Valverde & Facal-
Valverde 1987; Valverde et al., 1989; Chun & Shatz, 1989). Eine Gruppe von Zel-
len zeichnet sich durch ihre horizontale Orientierung und bipolare Struktur aus,
andere Zelltypen sind invertierten oder horizontalen Pyramidenzellen &hnlich,
deren dendritische Ramifizierungen innerhalb der weil3en Substanz verlaufen
(Valverde et al., 1989).

Subplattenneurone enthalten diverse Neuropeptide, wie z.B. Cholecystokinin
(CCK), Neuropeptid Y (NPY) oder Somatostatin (SST) (Chun et al., 1987). Neuro-
ne der Subplatte sind unter den ersten transienten kortikalen Anlaufstellen far
einwachsende afferente Axone aus subkortikalen, insbesondere thalamischen
Strukturen (Ghosh et al; 1990; Ghosh & Shatz, 1992a, 1992b, 1993; Erzurumlu &
Jhaveri, 1992; Miller et al., 1993; Kageyama & Robertson, 1993; Catalano et al.,
1991; Allendoerfer et al., 1994). Auch die ersten kortiko-kortikalen Projektionen
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uber das Korpus Kallosum knupfen zunéachst Kontakt zu Subplattenneuronen (Nor-
ris & Kalil, 1992).

Andererseits stellen diese Neurone mit ihren axonalen Projektionen zum Thalamus
und zur kontralateralen kortikalen Hemisphére, sowie zum Kollikulus superior die
ersten efferenten Verbindungen her (Allendoerfer et al. 1994; McConnell et al.,
1989; Norris & Kalil, 1992; Molnar & Blakemore, 1995). Moglicherweise dienen
kortiko-thalamische Efferenzen und thalamo-kortikale Afferenzen in der Entwick-
lung als Leitstrukturen (Molnar et al, 1995). Damit stellen Subplattenneurone die
ersten kortikalen Elemente dar, die sensorische Informationen nicht nur verarbei-
ten, sondern auch Ruckmeldung an untergeordnete Strukturen geben kénnen. Aus
der Subplatte entsteht bei Nagetieren vermutlich die tiefe Schicht Vib (oder VII)
(Uylings et al., 1990). Bei Primaten sind die Abkomlinge der Subplatte im reifen

Kortex nicht mehr nachweisbar (Kostovic et al., 1990).

1.7 Die Regulation der Kortikogenese

Die Entwicklung des Neokortex kann nicht monokausalistisch entweder als gene-
tisch determinierter oder epigenetisch gesteuerter Prozess gesehen werden. Viel-
mehr handelt es sich in der Kortikogenese um ein komplexes System interagieren-
der und rickkoppelnder Gene und Genprodukte und von AufRen einwirkender
Storgréf3en. Es ist daher wichtig, die Verknipfungpunkte dieser Faktoren zu finden
und zu charakterisieren, um eine Beschreibung der Vorgdnge wahrend der Korti-
kogenese zu ermoglichen. An dieser Stelle soll nicht auf die bislang bekannten,
genetisch determinierten Entwicklungsvorgénge zu Beginn der Individualentwick-
lung eingegangen werden. Hierzu sei auf die umfangreiche Fachliteratur zu dieser
Thematik verwiesen.

Beispielhaft soll aber im Folgenden die Interaktion zwischen genetischen und epi-
genetischen Faktoren auf der Ebene neuronaler Aktivitat erlautert werden, die in
der dieser Arbeit zugrundeliegenden Entwicklungsstufe eine Rolle spielen kénnte.
Vermutlich sind beide Elemente im Verlauf der Ontogenese uber eine Vielzahl von

Verknupfungen an der Entstehung und Reifung des Gehirns gleichermassen betei-
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ligt. Ein wichtiges Bindeglied zwischen diesen Faktoren kdnnen sekundare Boten-
stoffe darstellen, deren intrazellulare Homdostase durch physiologische Parame-

ter, also gerade auch durch die Aktivitat von Neuronen, beeinflusst wird.

Uber biochemische Signalkaskaden konnen durch sie Prozesse wie die Genregu-
lation, die Transkription oder Translation oder die posttranslatorische Modifikation

exprimierter Genprodukte beeinflusst werden.

Viele Hinweise deuten darauf hin, dass neben extrinsischen Stimuli, z.B. durch
Wachstumsfaktoren, die intrazellulare Kalziumhomoosthase einen Einfluss auf die
neuronale Differenzierung ausubt. So kdnnen schnell aktivierbare Gene (,immedia-
te early genes®), die in der Regel Transkriptionsfaktoren kodieren, aber auch spa-
ter antwortende Effektorgene (,delayed response genes"), durch raumlich-zeitliche

zytosolische Schwankungen der Kalziumkonzentration beeinflusst werden.

Ein wichtiges Element in der Kalzium-beeinflussten Genexpression ist der Tran-
skriptionsfaktor CREB, der zu der bZIP Familie gehort und unter Beteiligung von
Kalziumionen phosphoryliert und aktiviert wird. Er wird durch die Phosphorylierung

133 und/oder Ser'?® mittels CaM Kinasen aktiviert und bindet dann an

eines Ser
bestimmte Kalzium-antwortende Elemente (,calcium-responsive elements (Ca-
RE)“) im Promotorbereich diverser Gene, wodurch deren Transkription kontrolliert
werden kann. Die zuséatzliche oder alleinige Phosphorylierung des Sert*? dagegen
kann diese Wirkung von CREB inaktivieren. Interessant ist nun, dass z.B. in hippo-
kampalen Neuronen CaRE abhangige Gene durch Kalzium aktiviert werden ko n-
nen, das durch spannungsgesteuerte Kanale einstrémt, nicht aber tber solches,
das durch NMDA-Rezeptorkanale einstromt. Mdglicherweise beruht diese Unfahig-
keit auf einer Phosphorylierung der inhibitorischen Sert*? Stelle oder auf einer
fehlenden Phosphorylierung des Ser'?. Kalzium, das iiber letzteren Weg in die
Zelle gelangt, kann aber wiederum durch andere Kalzium-responsive Elemente,
wie z.B. ,serum responsives element (SRE)“, zur transkriptionellen Kontrolle diver-
ser Gene beitragen (Ghosh & Greenberg, 1995). Interessanterweise scheint also

CREB einen Anstieg an nukledrem Kalzium, SRE dagegen einen zytoplasmat-
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schen Kalziumanstieg fir die Aktivierung zu benétigen (Hardingham et al., 1997).
In Neuronen des Striatums konnte gezeigt werden, dass Kalzium, das durch L-
Typ-Kalziumkanéle in die Zelle gelangt, die CREB Phosphorylierung und als Folge

die c-fos Genexpression steuert (Rajadhyaksha et al., 1999).

Dieser Sachverhalt zeigt auf, dass die rGumlich-zeitliche intrazellulare Verteilung
der sekundaren Botenstoffe, hier des Kalziums, sehr wichtig fur deren Wirkung ist.
Diese Verteilung kann durch die Zusammensetzung, Dichte und Kinetik beteiligter
regulatorischer Elemente gesteuert werden. So werden Kalzium-bindende Protei-
ne, wie Calbindin und Calretinin, die als Kalzium-Puffer fir die zytosolische Kalz-
umhomoosthase von entscheidender Bedeutung sind, transient in Subpopulatio-

nen des perinatalen Kortex exprimiert.

Das Protein Calbindin D28k wird im somatosensorischen Kortex embryonaler Rat-
ten vom Tag E14 an in fast allen Neuronen der primordialen plexiformen Schicht
exprimiert, verschwindet aber immunologisch in den daraus abgeleiteten Schichten
| und VIb des postnatalen Neokortex (Sanchez et al., 1992).

Das Protein Calretinin wird im perinatalen Kortex in den transienten Cajal-Retzius
Neuronen der Marginalzone und in Subplattenneuonen exprimiert, die spater evtl.

eliminiert werden (Fonseca et al., 1995).

Kalziumionen kénnen aus dem Extrazellularraum Uber aktive Transportprozesse,
spannungsabhéangige Kalziumkanéle, Liganden-gesteuerte Kanéle oder aus intra-
zellularen, Kalzium-speichernden Kompartimenten in das Zytoplasma gelangen. In
vitro Experimente am Kleinhirn haben gezeigt, dass migrierende Neurone durch

die Blockade von N-Typ Kalziumkanalen mit w-Conotoxin und/oder die Blockade
von NMDA-Rezeptoren mit DL-APV oder MK-801 verlangsamt werden kénnen.
Dagegen hat die Blockade von L- und T-Typ Kalziumkanélen, sowie die Blockade
von Natrium- oder Kaliumkanélen, keinen signifikanten Effekt auf die Migrations-

geschwindigkeit.
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Weiterhin treten die intrazellularen Erhéhungen des Kalziumspiegels und die
Migrationsschiibe synchron auf. Erh6hungen der extrazellularen Kalziumkonzent-

ration fihren dagegen zu beschleunigter Migration.

Es ist bekannt, dass freies intrazellulares Kalzium in der Zytoskelettbildung und der
Aktivierung Aktin-bindender, kontraktiler Proteine eine wichtige Rolle spielt (Kater
& Mills, 1991). Auch ist bekannt, dass der zytosolische Kalziumspiegel eng an die
Regulation bestimmter Zelladhasionsmolekiile wie z.B. Cadherine oder Integrine
gekoppelt ist, die fur die Migration und morphologische Differenzierung von Bedeu-
tung sind (Doherty & Walsh, 1992).

Kalziumionen regulieren also in der Kortikogenese unter anderem die Initiierung,
Aufrechterhaltung und Termination der Migration (Komuro & Rakic, 1992, 1993;
Rakic et al., 1994; Rakic & Komuro, 1995; Rakic & Caviness, 1995).

Ein weiteres Beispiel fur die Interaktion zwischen genetischen und epigenetischen
Faktoren ist der natirliche Untergang transienter kortikaler Neuronenpopulationen.
Der programmierte Zelltod ist ein weit verbreitetes, regulierendes Element der
normalen Ontogenese. Aufgrund verschiedener Kriterien wird zwischen der Apop-
tose und der Nekrose als zwei Formen des Zelltodes unterschieden. Dabei stellen
diese beiden Mechanismen die Extrema eines Kontinuums neurodegenerativer
Prozesse dar (Portera-Cailliau et al., 1997). Wahrend die Nekrose eher als patho-
logische Erscheinung angesehen wird, ist die Apoptose ein aktiver und ,beabsich-

tigter* Prozess, der einem genetischen Programm folgt.

Aus Untersuchungen ist bekannt, dass etwa 50% aller Interneurone und 20% aller
Prinzipalneurone des Neokortex zwischen P6 und P60 durch Apoptose sterben
(Miller, 1995). Der Mechanismus der Generierung Uberzahliger unreifer neuronaler
Zellen und deren Reduktion durch Apoptose ist im Nervensystem weit verbreitet.
Dabei werden solche Zellen zerstort, die entweder nicht den passenden Zielort
finden, oder nicht in einem spezifischen zeitlichen Entwicklungsfenster ihr Ziel

erreichen.
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Nur die Neurone, die beide Kriterien erfillen, werden durch Wachstumsfaktoren,
die an ihren Zielgebieten zu bestimmten Zeiten freigesetzt werden, vor Apoptose

geschutzt (Levi-Montalcini, 1987).

Bei der Apoptose wird die DNA von Zellen mittelbar durch die Wirkung von Protea-
sen (Caspase-3) zerstort, die wiederum Uber Zytochrom c aktiviert werden. Eine
Madglichkeit der "neurophysiologischen" Induktion der Apoptose scheint die Depola-
risation des mitochondrialen Membranpotenzials zu sein. In der Folge tritt ein An-
schwellen der Mitochondrien sowie ein starker ATP-Verlust im Zytosol ein. Die
Permeabilitat der Mitochondrialmembran fur Zytochrom ¢ wird stark erhoht. Dieses
gelangt in das Zytoplasma, aktiviert dort Caspasen und fiihrt so schlie3lich zum
Zelltod (Budd et al., 2000).

Ein anderer Weg fihrt Gber die Aufnahme des nach apoptotischem Stress gebilde-
ten Proteins Bax aus dem Zytoplasma in die Mitochondrien (Murphy et al., 2000).
Auch dabei wird Zytochrom c freigesetzt und aktiviert im Zytosol verschiedene
Caspasen. Dieser Weg kann jedoch durch die Expression von Proteinen der BCF2

Familie unterdrtickt werden (Kuan et al., 2000).

Wie bei der Migration, spielt bei der Apoptose die intrazellulare Kalziumhom6-
osthase eine entscheidende Rolle fur deren Auslésung oder Verhinderung. Blo-
ckiert man die Aktivitat kultivierter neokortikaler Neurone mit Tetrodotoxin (TTX)
oder durch die Erh6hung der extrazellularen Magnesiumkonzentration, so verhin-
dert man intrazellulare Kalziumoszillationen. Gleichzeitig erhéht sich die Zahl apop-
totischer Zellen nach sechs Tagen in Kultur signifikant. Dagegen fihrt eine perma-
nente Depolarisation der Zellen durch eine erhohte extrazellulare Kaliumkonzentra-
tion zu einer Verringerung der Zahl apoptotischer Zellen nach sechs Tagen in
Kultur (Voigt et al., 1997).

Kalziumionen scheinen zusammengefasst als sekundéarer Botenstoff ein ubiquitar
benutztes, jedoch sehr fein differenzierendes Element der Koppelung physiologi-

scher Aktivitat an Entwicklungsprozesse unterschiedlicher Art zu sein.
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1.8. Einflisse elektrophysiologischer Parameter

Die eingangs genannten Beispiele regulatorischer Prozesse verdeutlichen, dass es
eine enge Interaktion genetischer Programme und physiologischer Parameter z.B.
Uber Kalziumionen gibt. Es stellt sich daher weniger die Frage ob, sondern wie die
zellulare physiologische Aktivitat der Neurone auf die Entwicklung des Neokortex
einwirken konnte.

Es missen zur weiteren Klarung dieser Zusammenhange die grundlegenden elekt-
rophysiologischen Eigenschaften der beteiligten Neuronenpopulationen moglichst
genau beschrieben werden, um eine Abschatzung des Einflusses dieser Parame-
ter auf Entwicklungsvorgéange vornehmen zu kénnen. Dabei spielt die Dokumenta-
tion intrinsischer Parameter, wie z.B. Ruhemembranpotenzial und Erregbarkeit,
sowie die Charakterisierung der interzellularen Kommunikation tber Neurotrans-
mitter eine zentrale Rolle.

Zum leichteren Verstandnis sollen nun zunachst die wesentlichen Etappen und
Merkmale neuronaler Erregungsweiterleitung beschrieben werden.

Neurone leiten Uberschwellige elektrische Aktivitdt durch chemische Botenstoffe,
Neurotransmitter genannt, an andere Neurone weiter. Neurotransmitter werden
aktivitatsabhéngig sezerniert und binden an spezifische, membrangebundene
Rezeptoren. In der Regel geschieht dieser Vorgang an axonalen Endigungen, den
Synapsen.

Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass gerade in der Entwicklung des Gehirns
Neurotransmitter unspezifisch sezerniert werden und an extrasynaptische Rezep-
toren binden koénnen (Flint et al., 1998; Mohrmann et al., 2000).

Neurotransmitter werden bei der synaptischen Ubertragung an der prasynapt-
schen Membran exozytotisch in definierten Mengen (Quanten) freigesetzt, diffun-
dieren durch den synaptischen Spalt und binden schlie3lich an Rezeptoren der
postsynaptischen Membran. Diese Rezeptoren sind entweder direkt oder tber
sekundare Botenstoffe mit bestimmten lonenkanal-Proteinen verbunden und kon-
nen diese 6ffnen. Die daraus resultierenden lonenstréme durch die Membran der

postsynaptischen Zelle fihren in Abhéngigkeit von der permeierten lonensorte und
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dem gegenwartigen Membranpotenzial zu exitatorischen postsynaptischen Poten-
zialen (EPSPs) oder inhibitorischen postsynaptischen Potenzialen (IPSPs). Erstere
verringern das Potenzialgefalle zwischen Zellinneren und der Umgebung (Depola-
risation), letztere verstarken den Potenzialunterschied (Hyperpolarisation).

Die Depolarisation beruht auf der Tatsache, dass viele ionotropen Rezeptoren, wie
z.B. die glutamatergen AMPA/Kainat- und NMDA-Rezeptoren fiir Na*- und Ca?'-
lonen permeabel sind, was am Ruhepotenzial der meisten Neurone zu einem
Nettoeinwartsstrom dieser lonen fihrt. Im Falle inhibitorisch wirkender Transmitter,
wie z.B. GABA, 6ffnen sich lonenkanale, die fir K*- oder CI- lonen permeabel sind
und am Ruhepotenzial adulter Neurone zu einem Nettoauswartsstrom dieser lonen
fuhren.

Diese Veranderungen des Membranpotenzials sind in Amplitude und Zeitverlauf
graduiert und breiten sich passiv entlang der Zellmembran aus, weshalb sie als
elektrotonische Potenziale bezeichnet werden. Der initiale Strom an der postsy-
naptischen Membran wird von der Kinetik und der Dichte der Rezeptor- bzw. Ka-
nalproteine determiniert. Gleichzeitig eingehende EPSPs und IPSPs werden r&dum-
lich und zeitlich summiert. Die Summe dieser Potenzialverdnderungen entscheidet
uber den Effekt in der postsynaptische Zelle.

Die Summation ist einerseits stark von den passiven Eigenschaften der Neurone
(GroRe, Komplexitat, Eingangswiderstand, Membranzeitkonstante etc.), anderer-
seits von der lonenkanalausstattung, der Ausstattung mit lonenpumpen und weite-
ren aktiven Komponenten abhéngig.

Form und Zeitverlauf postsynaptischer Potenziale werden entscheidend von den
intrinsischen Zelleigenschaften wie Membranwiderstand und Membrankapazitat
der postsynaptische n Zelle gepragt. Je mehr lonenkandle es pro Flacheneinheit in
der Membran gibt, desto geringer wird der Membranwiderstand. Je kleiner der
Durchmesser des Nervenfortsatzes ist, desto grof3er wird der innere Langswider-
stand. Zusatzlich zu dem dadurch bewirkten resistiven Stromverlust muss ein Tell
des lonenstromes auch zur Umladung der Membrankapazitdt genutzt werden

(kapazitativer Stromverlust).
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Fuhrt eingehende exzitatorische Aktivitdt nun zu einer Depolarisation der neurona-
len Zellmembran, die Uber einem bestimmten Schwellenwert liegt, baut sich eine
rasche und selbststéandig ablaufende Depolarisationswelle auf.

Diese Aktionspotenzial genannten Depolarisationswellen beruhen in den meisten
erregbaren Zellen auf der Abfolge von schnellen Natrium- und Kaliumstréomen tber
die Zellmembran durch die entsprechenden Spannungs-sensitiven Kationenkana-
le. Der transiente Natriumstrom depolarisiert, der auswartsgerichtete Kaliumstrom
repolarisiert das Membranp otenzial.

Die Aktionspotenziale wandern entlang des Axons bis hin in die prasynaptischen
Endigungen des Neurons. Dort fiihrt die Depolarisation wahrend eines Aktionspo-
tenzials zum Einstrom von Kalziumionen durch spannungsgesteuerte Kalziumka-
nale. Frequenz, Amplitude und Dauer der Aktionspotenziale bestimmt daher die
Menge der einstrémenden Kalziumionen. Diese Parameter werden wiederum von
der Dichte und der Kinetik der beteiligten lonenkanale beeinflusst, aber auch durch
modulatorische Effekte intrazellularer Signalkaskaden.

Die Hohe des Kalziumspiegels in der prasynaptischen Endigung bestimmt an-
schlieRend dartber, ob auch dieses Neuron Neurotransmitter ausschutten wird.
Der Kreis der neuronalen Erregungsfortleitung schlief3t sich damit.

Uber aktivitatsabhangig freigesetztes Kalzium ist aber auch eine Einflussnahme
auf die Genexpression von Neuronen denkbar, womit ein Ankntpfungspunkt zu
den im vorigen Abschnitt genannten Mechanismen der kortikalen Regulation be-
steht.

Die elektrophysiologischen Eigenschaften einzelner Netzwerkkomponenten beein-
flussen also die Erregungsweiterleitung in neuronalen Verb&nden und als Folge,
zumindest theoretisch, auch Entwicklungsvorgéange.

Im Vergleich zum adulten Neokortex der Ratte liegen bisher relativ wenig elektro-
physiologische Daten zur Physiologie des unreifen Neokortex vor. Dieser Sachver-

halt ist auf technische Limitierungen zurlckzufiihren. Frihere Untersuchungen bei
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Ratten wurden vorwiegend an dissoziierten Neuronen in der Altersklasse von PO
bis P4 durchgefihrt (Hamill et al., 1991).

1.9. Modulation elektrophysiologischer Parameter

Die elektro-chemische Signalverarbeitung neuronaler Verbande kann durch Sub-
stanzen verandert werden, die als Neuromodulatoren bezeichnet werden. Diese
kénnen aktivitatsabhangig zusammen mit den klassischen Neurotransmittern en-
weder unspezifisch oder in der Nahe des Bestimmungsortes freigesetzt werden
und dann an spezifischen Bindungsstellen in der pra- und postsynaptischen Mem-
bran binden.

Dort wirken sie entweder Uber die Bindung an GProtein gekoppelten Rezeptoren
mittels sekundarer Signalkaskaden (Uber cAMP, cGMP, Diacylglyzerin, Inosi-
toltriphosphat, Kalzium/Calmodulin oder Arachidonsaure) als metabotrope Rezep-
toren oder Uber die Bindung an Tyrosinkinasen, die mittels der zytoplasmatischen
Doméne andere Proteine an Tyrosinresten phosphorylieren kann.

Dadurch kdnnen die Neuromodulatoren z.B. die Kinetik von Neurotransmitterre-
zeptoren verandern und so die Erregbarkeit der Zelle hemmen oder auch fordern.
Beispiele fir Neuromodulatoren sind einfache lonen (z.B. Mg?*), Aminoséuren
(z.B. Glyzin oder Taurin), Peptide (z.B. Somatostatin oder Cholestozystokinin),
oder Neurotrophine (z.B. BDNF, NT-3 oder NT-4). Die grof3te Gruppe der Neuro-
modulatoren bilden die Neuropeptide.

Diese Peptide werden in vielen Interneuronen des adulten Kortex, aber auch be-
reits in den transienten Zellpopulationen des unreifen Neokortex gebildet (Shiosa-
ka et al., 1982; Chun et al., 1987). Im Gegensatz zu den klassischen Neurotrars-
mittern erfolgt die Synthese der Neuropeptide nicht im Zytoplasma in der Nahe des
Freisetzungsortes, sondern an den Ribosomen im Soma, von wo sie durch den
schnellen axonalen Transport an den Freisetzungsort in Synapsen gelangen.

Unter den Neuropeptiden des unreifen Neokortex stellt Somatostatin (SS14) einen
ontogenetisch fruh verbreiteten Vertreter dar. Das Peptid wurde urspringlich in

hypothalamischen Extrakten entdeckt. Es hemmt die Freisetzung des Wachstums-
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hormons Somatotropin aus Zellen des Hypophysenvorderlappens, weshalb es
auch als Somatotropin inhibierendes Hormon bezeichnet wird.

Als Neuromodulator wurde SST erstmals 1986 von Epelbaum vorgeschlagen (E-
pelbaum, 1986). Das Peptid besteht aus 14 Aminosauren und hat eine zyklische
Struktur. Neben SS14 existiert auch ein bioaktives SS28 aus 28 Aminosauren.
Beide Somatostatine entstehen aus einem gemeinsamen, 116 Aminosauren lan-
gen Praprohormon, das von einem einzigen Gen kodiert wird (Patel, 1995; De
Lecea et al., 1996)

In der Entwicklung des Neokortex der Ratte sind ab E19 die ersten Somatostatin-
positiven Neurone in der Subplatte zu entdecken, deren Dichte bis zum Alter von
P10 bis P15 ansteigt. In Kolokalisationsuntersuchungen wurde gezeigt, dass diese
Neurone zu einer Untergruppe GABAerger Interneurone gehdren (Somogyi et al.,
1984). Immunhistochemische Untersuchungen haben weiterhin gezeigt, dass
Somatostatin in diesen Neuronen, an denen die so genannten Martinottizellen
einen grof3en Anteil haben, neben GABA haufig mit Neuropeptid Y (NPY) und
Calbindin kolokalisiert ist (Kawaguchi et al., 1997).

Das Peptid wurde weiterhin in invertierten Pyramiderzellen und Cajal-Retzius
Neuronen des unreifen Neokortex gefunden (Yamashita et al., 1989). Fur SS14
sind verschiedene Rezeptoren in menschlichen und tierischen Geweben bekannt,
die unterschiedliche Effekte vermitteln kénnen. Es sind 5 humane, 5 Rezeptoren
der Ratte und 4 Rezeptoren der Maus beschrieben worden, die als sstl, sst2, sst3,
sst4 und sst5 bezeichnet werden (Hoyer et al., 1995). Experimente an unterschied-
lichen Geweben ergaben, dass diese Rezeptoren zu der Familie der metabotro-
pen, G-Protein gekoppelten Rezeptoren mit 7 Transmembrandomanen gehbren.
Beide biologisch aktiven Somatostatine werden von diesen Rezeptoren mit hoher
Affinitat gebunden (Jacobs et al., 1983).

Vergleicht man die Sequenz aller funf Rezeptoren, so kann man sie in zwei Grup-
pen einteilen. In der einen Gruppe werden sstl und sst4 zusammengefasst
(SRIF1), in der anderen die Rezeptoren sst2, sst3 und sst5 (SRIF2). Diese Klassi-

fizierung wird auch durch pharmakologische Daten unterstitzt (Hoyer et al., 1995).
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Im adulten Neokortex der Ratte sind die Rezeptor-mRNAs fiir sstl, sst2, sst3 und
sst4 gefunden worden. In der Ontogenese des Neokortex dagegen konnte mit der
semiquantitativen RT-PCR ein vortubergehendes Maximum an mRNAs flur sstl1-4
am Tag P7 gefunden werden (Wulfsen et al., 1993).

Somatostatin-Rezeptoren kdnnen in der neokortikalen Entwicklung vom Tag E16
an gefunden werden. In der Marginalzone, in Neuronen der Subplatte und der
kortikalen Platte wurden SomatostatinRezeptoren ab dem Tag E16 nachgewie-
sen, deren Dichte zwischen P10 und P15 ein Maximum erreicht, um anschlie3end
wieder etwas abzufallen (Gonzalez et al., 1991). In der Marginalzone der pallialen
Anlage der E14 Ratte wurde in einigen Zellen sowohl sstl1-mRNA, als auch das
Neuropeptid nachgewiesen, in der Subplatte vom Tag E16 an. Neurone der korti-
kalen Platte enthalten ab dem Tag E18 durchgéngig sst1-mRNA (Chun et al.,
1987).

Allen SS14 bindenden Rezeptoren gemeinsam ist die nachgeschaltete Hemmung
des Enzyms Adenylatzyklase durch Pertussistoxin(PTX)-sensitive G-Proteine. Bis
auf sst4 ist bei allen SST Rezeptoren eine Stimulation der Phospholipase C Uber
ein PTX-sensitives G-Protein beschrieben worden. Die sstl- und sst2-Rezeptoren
aktivieren auRerdem das Enzym PhosphotyrosinPhosphatase Uber PTX-sensitive
G-Proteine.

In verschiedenen Geweben konnten unterschiedliche elektrophysiologische Effekte
von Somatostatin oder entsprechenden spezifischen Agonisten gefunden werden.
Die Rezeptoren sst2 und sst5 sind z.B. bei Neuronen der Hypophyse Uber G-
Proteine an Kalzium-Kanalproteine gekoppelt und inhibieren diese bei Aktivierung.
Bestimmte Kaliumkanale dagegen werden durch sst2-Rezeptoraktivierung uber
Giz-Proteine potenziert (Tallent et al., 1996). Dartber hinaus wurde an embryora-
len hypothalamischen Neuronen der Maus durch spezifische sstl-Rezeptor Akti-
vierung eine Erhdhung der Glutamatsensitivitat, bei sst2-Rezeptor Aktivierung
dagegen eine Verminderung derselben gemessen (Viollet et al., 1997). In adulten
neokortikalen Neuronen der Schichten Il und Il wurde durch iontophoretisch appli-
ziertes SS14 eine Reduktion GABAerger und Glutamaterger Strome, sowie bei

einigen Neuronen eine leichte Hyperpolarisation (<3 mV) beschrieben (Vidal et al.,
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1989). Interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass SS14 in
kultivierten Kornerzellen des Kleinhirns die Neurofilamentsynthese und das Aus-
wachsen von Neuriten anregt, also auch neurotrophe Funktionen ausiiben kann
(Taniwaki & Schwartz, 1995).

Die oben beschriebenen transienten Erh6hungen, sowohl der Dichte Somatostat-
nerger Neurone, als auch dessen Rezeptoren bei juvenilen Ratten im Alter von
P10 bis P15 legen die Vermutung nahe, dass dieses Peptiderge System fir die
Physiologie und/oder die Entwicklung des Neokortex vorubergehend von besonde-

rer Bedeutung sein kénnte.

Die Ziele dieser Arbeit

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen hatten die Beschreibung

der Neurophysiologie des sich entwickelnden Neokortex neugeborener Ratten in
der Zeit zwischen der Geburt und dem Abschluss der neuronalen Migration (etwa

am 4. Tag nach der Geburt) zum Ziel.

Zwischenziele der zugrundeliegenden Experimente:

1. Etablierung neurophysiologischer Ableitungen von identifizierten Neuronen in
Hirnschnitten des neonatalen somatosensorischen Kortex von Ratten

2. Beschreibung der intrinsischen elektrophysiologischen Eigenschaften von Caj-

al-Retzius Neuronen, unverzweigten Pyramidenzellen, verzweigten Pyramiden-
zellen, und von Neuronen der Subplatte.

3. Beschreibung wichtiger lonenstrome in den vier Neuronenklassen
4. Beschreibung der synaptischen Konnektivitat dieser Neurone

5. Beschreibung der Pharmakologie der synaptischen Rezeptoren
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Neben der Untersuchung der friih postnatalen Neurone war es ein weiteres Ziel
dieser Arbeit, den Einfluss von Somatostatin und dem sst2 -Rezeptor spezifischen
Agonisten MK678 auf elektrophysiologische Parameter des juvenilen Neokortex
der Ratte zu untersuchen. Dabei wurden insbesondere Pyramidenzellen der
Schichten 11-VI des Neokortex im Alter zwischen P4 und P20 untersucht.

Auf der Grundlage dieser Daten sollen in dieser Arbeit die Funktionalitat, die funk-
tionelle Konnektivitat und mogliche Interaktionen zwischen elektrophysiologischen
und entwicklungsbiologischen Parametern im sich entwickelnden Neokortex disku-
tiert werden. Ein Teil der in dieser Arbeit erhobenen Daten wurde im Jahr 2000

bereits publiziert (Luhmann et al., 2000).

2. Material und Methoden

2.1.1. Die Tiere

Fur die vorliegende Arbeit wurden Untersuchungen an Rattengehirnen durchge-
fuhrt. Dabei wurde die Belastung fur die Tiere durch die Verwendung akuter Him-
schnitte, einem etablierten in-vitro Modell, weitestgehend reduziert. Wenn in dieser
Arbeit physiologische Daten diskutiert werden, muss die Ubertragung dieser Be-

funde auf den Menschen gewiss mit Einschrankungen vorgenommen werden.

Fur die dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden mannliche und
weibliche Wistar Ratten verwendet, die aus der Tierversuchsanlage (TVA) der
Universitat Dusseldorf stammten. Die Muttertiere wurden in der TVA in einem
kunstlichen 12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus unter konstanten &uf3eren Bedin-

gungen gehalten (Temperatur 22° C + 2°C; Luftfeuchtigkeit 55% + 5%).

Die embryonale Altersbestimmung erfolgte zum einen Mittels des Nachweises von
Spermien im Uterus der Mutter, zum anderen durch das vorsichtige Abtasten des

Bauches der Mutter wahrend der Tragezeit. Der Tag der Befruchtung wird als Tag
0 post coitum, post conceptionem oder auch als EO (Embryonal), der Tag der Ge-

burt als PO (Postnatal) bezeichnet. Alle weiteren Altersangaben beziehen sich auf
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den Geburtstag. Fir die hier aufgefihrten Experimente wurden Tiere im Alter zwi-

schen PO und P20 verwendet.

2.1.2. Die Praparation

Die Untersuchungen wurden an koronalen Hirnschnittpraparaten durchgefihrt.
Dazu wurden embryonale Tiere oder solche der Altersstufe PO bis P4 schnell mit
einer scharfen Schere dekapitiert. Altere Tiere wurden vor der Dekapitation mit
Diethylether fur einige Minuten betdubt. Die Kopfhaut wurde anschlieRend mit
einem Skalpell entlang des Medians aufgetrennt und zu den Seiten geklappt. Wei-
terhin wurde mit einer feinen Augenschere der Schadelknochen von kaudal nach

rostral entlang des Medians aufgeschnitten und zu den Seiten geklappt.

Durch einen kaudalen und einen rostralen koronalen Schnitt durch das gesamte
Hirn wurde ein kortikaler Block isoliert, der unter anderem den primaren somato-

sensorischen Kortex enthielt.

Anschlie3end inkubierte der Block fir einige Minuten in einem Gefald mit eiskalter,
Karbogen-begaster (5% CO,, 95% O,) kinstlicher Zerebrospinalfliissigkeit (Rin-
ger). Die Ringerlésung wurde zu Beginn eines jeden Versuchstages aus einem 10-
fach Konzentrat der Stammlésungen | und Il (siehe Tab. 1) angesetzt und mit
Karbogen begast, um den pH-Wert auf 7,4 einzustellen und eine Sauerstoffsatti-

gung zu erreichen. Die Osmolaritat der Ringerldsung betrug etwa 330 mOsm.

Anschlie3end wurde der Block mit der kaudalen Schnittflache mit Hilfe eines klei-
nen Tropfens Zyanoacrylat-Kleber auf den Teflon-Stempel einer Vibratomkammer
geklebt. Uberflissige Feuchtigkeit wurde mit einem Filterpapier zuvor von der
Schnittflache entfernt. Die Vibratomkammer wurde anschlielend mit eiskaltem,

begasten Ringer randvoll gefillt.

Nun wurden koronale Hirnschnitte mit einer nominalen Dicke von 400 pm bei
hochster Vibrationsfrequenz und sehr langsamen Vortrieb angefertigt. Die Schnitte
wurden mit der stumpfen Seite einer Pasteur-Pipette in eine mit eiskaltem und

begastem Ringer geflllte Petrischale Ubertragen und dort durch einen Schnitt
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durch das Korpus Kallosum in die beiden Hemispharen getrennt. Die so getrimm-
ten Schnitte wurden umgehend auf dem Siebboden eines Vorratsbehélters plat-

ziert.

Der Vorratsbehdalter bestand aus einem Teflonsieb, das in ein 500 ml Becherglas
gehangt wurde. Unterhalb des Siebes befand sich ein Plastikschlauch mit feinsten
Lochern, durch den kontinuierlich Karbogengas in die Ringerlésung perlen konnte.
Dabei war darauf zu achten, dass die Gasblaschen mdglichst fein austraten, um
eine Verwirbelung der Schnitte zu verhindern. In einem Wasserbad wurde die
Temperatur der Vorratslosung fur etwa 60 Minuten auf etwa 33°C eingestellt und
anschlieBend langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. Die Schnitte wurden vor
jedem Versuch etwa eine Stunde in dem Vorrat belassen und konnten, bemessen
an optischen und physiologischen Kriterien, 6 bis 8 Stunden ohne Verschlechte-

rung aufbewahrt werden.

2.2. Lo6sungen

Losung Inhaltsstoffe Konzentration
kinstliche Zerebrospinalflis- NacCl 124 mM
sigkeit (Ringer Stamm 1) NaH,PO, 1,25 mM
MgCl, 1,8 mM
CacCl, 1,6 mM
KCl 3,0 mM
D-Glucose 20-25,0 mM
kunstliche Zerebrospinalflis- NaHCO; 26,0 mM

sigkeit (Ringer Stamm 1)

Ldsung fir die Messung von Cholin-Cl 110 mM

Natrium- und Kalziumstrémen CacCl, 10 mMm
Na-HEPES 10 mM
TTX 0,001 mM

Tab. 1 Extrazellularidsungen (Alle Chemikalien von SIGMA, Deisenhofen, Deutschland)
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Losung Inhaltsstoffe Konzentration
KCI-Lésung KCI 140,0 mM
(physiologische Lésung) MgCl> 2,0 mM
EGTA 10,0 mM
K-HEPES 10,0 mM
Na-ATP 2,0 mM
pH 7,3 mit KOH
315 mOsm
TRIS-LOsung TRIS-PO, (dibasisch) 110,0 mM
(ohne permeables Kation) TRIS 28,0 mM
EGTA 11,0mM
MgCl, 2,0 mM
CacCl, 0,5 mM
Mg-ATP 4,0 mM
pH 7,3 mit CsOH
Kaliumglukonat-Lésung Kaliumglukonat 130,0 mM
(niedriger Chloridgehalt) KCI 10,0 mM
K-HEPES 10,0 mM
EGTA 10,0 mM
MgCl, 2,0 mM
CacCl, 1,0 mM
Mg-ATP 4,0 mM
Na-GTP 0,5 mM

pH 7,4 mit KOH

Tab. 2 Intrazellularldsungen (Alle Chemikalien von SIGMA, Deisenhofen, Deutschland)

Die Intrazellularldésungen wurden auf Eis angesetzt und der pH-Wert titriert. Die
Osmolaritat wurde anschlieRend auf 290 bis 300 mOsm eingestellt. Dann wurden
die Losungen in 2 ml-Portionen aliquotiert und sofort bei —20°C eingefroren. Etwa
alle 2 Monate wurden die Lésungen neu angesetzt, um eine Degradation des
ATPs und GTPs zu vermeiden. Alle intrazellularen Losungen wurden am Ver-
suchstag fur ca. 30 s gevortext, kurz in ein Ultraschallbad getaucht und vor den
Experimenten durch einen Spritzenfilter mit 0,2 um Porenweite (Nalgene Compa-
ny, Rochester, New York, USA) filtriert, um eventuelle Verunreinigungen zu entfer-

nen.

Wahrend der Versuche wurden die Losungen auf Eis gelagert, um einen enzymat-
schen Abbau des ATPs und GTPs zu verhindern bzw. zu verlangsamen. In einigen
Experimenten wurde 1% des Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer-Yellow (SIGMA, Dei-

senhofen, Deutschland) als Lithiumsalz hinzugefugt, um die untersuchten Zellen
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mit Hilfe der Epifluoreszenzbeleuchtung sichtbar zu machen. In Versuchen zum
Einfluss von Somatostatin auf die synaptische Ubertragung im juvenilen Neokortex
wurde eine Kaliumglukonatlosung verwendet, der zusatzlich 5 mM QX-314 zuge-

setzt war, um Natrium- und einige Kaliumleitfahigkeiten zu blockieren.

2.3. Der elektrophysiologische Versuchsaufbau

2.3.1. Die Messkammer

Die Messkammer war eine so genannte ,submerged“-Kammer, d.h. der Hirnschnitt
wurde vollstdndig von Ringerldsung um- und Uberspllt. Sie bestand aus einem
Deckglaschen, das unter einen Teflonring mit etwa 25 mm innerem Durchmesser
geklebt wurde. Der Ring verbreiterte sich nach oben hin konisch auf etwa 35 mm
Durchmesser. Die Kammer fasste bei einer durchschnittlichen Fullhdhe von 4 mm
ein Volumen von etwa 0,5 ml und war auf einen in der X- und Y-Ebene manuell
verstellbaren Mikroskoptisch befestigt, der mittels eines Peltierelements und einer
Temperatursteuerung beliebig temperiert werden konnte (Luigs & Neumann, Ra-

tingen, Deutschland).

Die Kammer wurde durch Schwerkraftperfusion oder durch die Verwendung einer

Schlauchpumpe (Minipuls3, Abimed Gilson, Villiers, Frankreich) mit einer Rate von
etwa 1 bis 3 ml/Min Ringerldsung durchspllt.

Der Hirnschnitt wurde durch einen U-férmigen Platindraht, Gber den im Abstand
von etwa 1 mm feine Nylonfaden geklebt waren, am Boden der Kammer fixiert.
Pharmaka wurden in der Regel Uber die Badlésung eingewaschen und erreichten
eine stabile Konzentration, gemessen am Wirkungsmaximum, nach etwa 10 Minu-

ten.

2.3.2. Die optischen Komponenten
Zur visuellen Identifikation einzelner Zellen diente ein aufrechtes Mikroskop, das

mit einem Wasserimmersionsobjektiv mit 40facher Vergréf3erung und einer nume-
rischen Apertur von 0,75, sowie einer Differenz-Interferenz Kontrast (DIC) Optik

ausgerustet war (Zeiss Axioskop-FS, Zeiss, Jena, Deutschland).
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In den Beleuchtungsgang konnte ein Infrarot-Bandpassfilter mit einem Frequenz-
gang von 750 nm + 50 nm (Oriel, Darmstadt) eingefuihrt werden, mit dessen Hilfe
eine Identifikation auch in Tiefen von etwa 50 pum liegender Zellen des Hirnschnit-
tes moglich war. Das Infrarot-DIC Bild wurde mit einer digitalen CCD-Kamera
(HAMAMATSU C4505, HAMAMATSU Photonics K.K., Hamamatsu-City, Japan),
die Uber eine Steuereinheit mit Kontrastverstarkung (Hamamatsu C2400-60) ver-

fugte, auf einen Schwarzweildmonitor projiziert.

Fur die permanente Sicherung und die Erstellung von Abbildungen konnte das
Kamerabild entweder laufend auf einem Videorecorder (Mitsubishi HS-M23, Mits u-
bishi, Japan) aufgezeichnet werden, oder einzelne Bilder mit einer Framegrabber-
Karte (Fast screen machine Il, Fast Multimedia, Minchen) per Personalcomputer
erfasst und abgespeichert werden. Die Bilder wurden fir Abbildungszwecke digital
nachbearbeitet. Fir Abbildungen verzweigter Zellen wurden Aufnahmen verschie-

dener fokaler Ebenen zu einem Bild montiert.

2.3.3. Elektroden

Die Elektroden wurden aus Borosilikatglas-Rohlingen mit einem &auf3eren Durch-
messer von 2,00 mm und einem inneren Durchmesser von 1,16 mm, sowie einer
Lange von 80 mm hergestellt ( GB 200 8P, Science Products GmbH, Hofheim,
Deutschland). Die Rohlinge wurden in ein Vertikal-Elektrodenziehgerat einge-
spannt (PP83, Narashige, Tokio, Japan) und in einem ersten Behandlungsschritt
durch ein U-férmiges, glihendes Platinfilament um etwa 8 mm ausgezogen. In
einem zweiten Schritt bei niedrigerer Temperatur wurde der Rohling zu zwei ferti-
gen Pipetten verarbeitet. Der Spitzendurchmesser der Elektroden betrug etwa 1-2

pum und die Lange der konisch zulaufenden Spitze etwa 4 bis 6 mm.

Die Spitzen der Elektroden wurden zum Befullen kurz in ein mit Intrazellularldsung
gefllltes Eppendorf-Reaktionsgefald getaucht. AnschlieRend wurden die Elektro-
den durch die hintere Offnung mit einer 1 ml Insulinspritze, der ein 0,2 um-Filter
und eine flexible dinne Kunststoffkantile aufgesetzt war (MicroFil MF28G-5, World

Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA), mit etwa 10 pul Intrazellularlésung
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beflllt. Eventuell in der Spitze verbliebene Luftblasen konnten gegen einen hellen
Hintergrund sichtbar gemacht werden. Sie waren in der Regel durch leichtes Be-
klopfen der Elektrode mit den Fingerspitzen zu lésen, stiegen auf und entwichen

zur hinteren Offnung.

Die so hergestellten Elektroden hatten in Ringer-Losung einen Widerstand von
etwa 2 bis 8 MW. Je nach Zelltyp wurden Elektroden mit verschieden hohen W-
derstdnden verwendet. Fur Ableitungen von kleinen Zellen wurden hochohmige
Elektroden verwendet, wahrend gréRere Neurone auch die Verwendung einer

niederohmigen Elektrode zuliel3en.

2.3.4. Die elektronischen Komponenten
Die verwendete Verstarkungselektronik setzte sich zusammen aus dem Patch-

Clamp Verstarker EPC-7 (List-electronic, Darmstadt, Deutschland) und einem
Vorverstarker, der je nach Verstarkungsfaktor einen Widerstand von 500 Mw oder

50 GW hatte.

Die Ausgange fur die Strom- bzw. Spannungsregistrierung wurden mit BNC-
Kabeln an selbstgebaute Zwischenverstarker mit integrierten Filtern weitergege-
ben. Von dort gelangten die Signale zum einen an ein Digitaloszilloskop (Tektronix
TDS 210, DataTec, Reutlingen, Deutschland), zum anderen an einen Analog-
/Digitalwandler (Instrutec ITC-16, HEKA elektronic, Lambrecht, Deutschland). Der
A/D-Wandler war durch eine AT-16-Steckkarte direkt mit einem Pentium-

kompatiblen Personalcomputer (Silber, Dusseldorf) verbunden.

Auf diese Weise war es moglich, mit der Software Wintida (Version 4.01 (HEKA
elektronik, Lambrecht, Deutschland)) Kommandosignale an den Stimulus -Eingang
des Patch-Clamp-Verstarkers anzulegen, Triggersignale fir alle Gerate zu erzeu-

gen und Messdaten permanent zu registrieren.

Fur die Auslésung synaptischer Netzwerkaktivitat konnte eine selbstgebaute Reiz-
Isolationseinheit mit 50 bis 200 ps langen Pulsen getriggert werden. Die Stimulati-

on erfolgte mit selbstgebauten bipolaren Wolframelektroden, die in Thetaglas-
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Kapillaren geklebt wurden. Der Spitzenabstand betrug etwa 0,5 bis 1,0 mm, der
Widerstand je Draht 2-5 MW.

Zur permanenten Sicherung konnten alle Daten auf einen Netzwerkserver transfe-
riert und von dort auf Streamer-Bander oder auf Compact-Disks gespeichert wer-

den.

2.3.5. Die mechanischen Komponenten

Der Patch-Clamp Vorverstarker mit dem Pipettenhalter war in einem Winkel von
etwa 20 Grad auf einem elektrischen Mikromanipulator montiert (mini25, Luigs &
Neumann, Ratingen, Deutschland). Dieser erlaubte die ferngesteuerte Einstellung
aller drei Achsen. Mit der gleichen Steuereinheit war es auch mdglich, die Hohe n-

achse des Mikroskops aus der Ferne zu bedienen.

Neben der ergonomischeren Arbeitsweise erlaubte die Fernsteuerung sehr stabile
Ableitungen Uber mehrere Stunden. Manipulatoren fur die Ableitkammer und die
Reizelektroden konnten manuell bedient werden. Alle optischen und mechani-
schen Komponenten waren auf einer 3 cm dicken Aluminiumplatte fest ver-
schraubt. Diese Platte stand auf einem pneumatisch gedampften Schwingungs-
tisch (Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland) mit einer 10 cm dicken
Granitplatte und automatischer Niveauregulierung. Der gesamte Aufbau wurde
durch einen selbstgebauten Faraday schen Kafig vor elektromagnetischen Stérein-
flussen weitgehend abgeschirmt.
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2.4. Visuelle Klassifikationskriterien

Cajal-Retzius Neurone waren in Kortices neugeborener Ratten sehr leicht durch
ihre tangential orientierten, spindel bis karottenférmigen Somata in der Marginal-
zone zu identifizieren. Die Zellkorper lagen etwa 50 bis 100 pm unter der pialen
Oberflache des Neokortex. Von den Somata ausgehend, lieRen sich in der Regel
zwei horizontale dendritische Auslaufer Uber mehrere hundert Mikrometer verfol-
gen. Dabei verjungte sich der spitze Pol des Zellkdrpers zu einem dickeren Fort-
satz, wahrend ein dunnerer, haufig mit Varikositaten besetzter Fortsatz vom

stumpfen Pol entsprang.

Die unreifen Pyramidenzellen waren durch ihre sehr einfache Morphologie zu
identifizieren. Die vertikal orientierten Zellen besal3en kugel- bis kegelférmige So-
mata, deren apikaler Pol in einen unverzweigten Dendriten miindete. Dieser konn-
te entweder gerade sein korkenzieherartig gewunden sein. Lucifer-Yellow markier-
te Zellen zeigten entweder kein oder nur ein sehr kurzes Axon, das serkrecht vom
basalen Pol des Zellkérpers entsprang. Dieser Zelltyp war in der gesamten kortika-

len Platte zu finden.

Verzweigte Pyramidenzellen hatten ein mehr oder weniger kegelférmigen Zellkor-
per, von dem ein apikaler und haufig ebenfalls ein basaler dendritischer Fortsatz
entsprang. Die Dendriten waren stets mehr oder weniger staik verzweigt. Im Fluo-
reszenzbild sah man teilweise Fortsatze, die entweder am Soma oder am basalen

Dendriten entsprangen und mdaglicherweise Axone waren.

Die Subplattenneurone stellten eine heterogen Population von Nervenzellen dar,
die durch ihre Lage, nicht aber durch die Morphologie identifiziert wurden. Die
Zellkorper lagen zwischen der weil3en Substanz und der kortikalen Platte und
waren rund, spindel oder auch kegelformig. Zwei oder mehrere dendritische Aus-
laufer gingen vom Zellkdrper ab. Haufig waren diese Fortsatze horizontal orientiert.
Im Fluoreszenzbild sah man verzweigte Axone, deren Verlauf und Ursprung aber

stark variierte.
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2.5. Die Vorgehensweise beim Ableiten von identifizierten Zellen

Die Elektrodenhalter waren aus Teflon und Acrylglas gefertigt und mit einer An-
schlussmoglichkeit fur eine externe Uber- bzw. Unterdruckapplikation versehen.
Fur jeden Versuch wurden frisch hergestellte Elektroden verwendet. Ein an den
Elektrodenhalter geflanschter Schlauch ermdglichte es, einen konstanten Uber-
druck von etwa 50 mbar anzulegen. Nach dem Einspannen wurde die Spitze der
Elektrode unter dem 40x Objektiv in die Mitte des Blickfeldes gebracht und senk-
recht in die Badlésung gefahren. Der EPC-7 Verstarker wurde in den "search"-
Modus geschaltet, in dem der durch die Pipette flieBende Strom auf dem Wert 0

gehalten wurde.

Zwischen der Pipette und der Badelektrode vorhandene Potenzialunterschiede
konnten mit einem Offsetregler abgeglichen werden. Mit Hilfe des Aufnahmepro-
gramms wurden dann kontinuierlich Spannungsspringe von 1 mV Amplitude und
10 ms Dauer an die Pipette angelegt und der resultierende Stromfluss am Oszil-
loskop gemessen. Nach dem Ohmschen Gesetz wurde dann der Elektrodenwider-
stand Ry, ermittelt. Es wurden nur Elektroden verwendet, die einen Widerstand
zwischen 2 und 10 MW hatten. Ein zu geringer Widerstand (entsprechend einer
groRen Pipettentffnung) bereitet Schwierigkeiten beim Erreichen eines mdoglichst
groR3en Abdichtewiderstandes (engl. "Gigaseal") zwischen Zellmembran und Glas-
rand. Ein sehr groBer Widerstand (entsprechend einer kleinen Pipettendffnung)

dagegen wirkt sich ungunstig auf die spateren Ableitungen aus.

Die Pipette wurde nun langsam unter Sichtkontrolle am Videomonitor bis kurz tber
die Oberflache des Schnittes abgesenkt. Dann wurde die Fokusebene des Mikro-
skops so gewahlt, dass mit dem X,Y-Mikroskoptisch eine gewlinschte Zelle in den

Blickfeld-Mittelpunkt positioniert werden konnte.

Im Folgenden wurde die Pipette vorsichtig auf die Membran des Zellkdrpers abge-
senkt, bis diese deutlich durch ausstromende Pipettenldsung eingedellt wurde. Bei
diesem Vorgang erschien die Zellmembran unter der Pipettenspitze weil3lich. Dann
wurde der Uberdruck von der Pipette abgelassen und die Membran legte sich an
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die Offnung der Glaselektrode. Die Amplitude des Rechteckstromes nahm dabei
schlagartig ab. Durch einen leichten Unterdruck an der Pipette, der durch leichtes
Saugen an dem angeflanschten Schlauch erzeugt wurde, erhdhte sich der Ab-
dichtwiderstand zwischen der Elektrode und der Membran bis in den Bereich von
einem Gigaohm. In der englischen Terminologie wird dieser Zustand als "Gigaseal"
bezeichnet. Am Oszilloskop war nun nur noch eine glatte Linie mit kapazitativen
Transienten zu Beginn und zum Ende des 10 ms Rechtecksignals zu sehen. Diese
Transienten konnten nun mit dem Regler fir die schnelle Kapazitdtskompensation

abgeglichen werden.

Der Verstarker wurde auf den Spannungsklemm-Modus umgeschaltet und ein
Komandopotenzial von -60 mV angelegt. Durch sehr vorsichtiges Saugen (unter
standiger Beobachtung des Oszilloskop-Bildes) gelang es nun, ein Loch in die
Zellmembran zu rei3en und einen elektrischen Zugang zum Zytoplasma zu erhal-
ten. Dieses machte sich durch das schlagartige Auftreten kapazitativer Transienten
bemerkbar. Deren Amplitude liel3 die Ermittlung des Serienwiderstandes Rg zu, der
dem Widerstand zwischen der Elektrode und dem Zellinneren entspricht. Fiur eine
madglichst unverfalschte Membranpotenzial-Bestimmung wurde nun schnellstmdg-
lich in den Stromklemm-Modus umgeschaltet und der entsprechende Wert am
Verstarker abgelesen und notiert. Dann wurde, wiederum in der Spannungsklem-
me, versucht, die kapazitativen Transienten durch die Kompensationsregler am

Verstarker zu minimieren.

Nach der Kapazitatskompensation wurde der Serienwiderstand durch den entspre-
chenden Kompensationsregler so weit kompensiert, dass gerade keine uner-
winschten Oszillationen auftraten. Anschlieend konnte mit den Versuchen le-

gonnen werden.
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2.5.1. Die Bestimmung der Membraneigenschaften

Mit Hilfe der Infrarot-Videomikroskopie konnten individuelle Neurone aufgrund ihrer
Lage und Morphologie unterschieden werden. Fir die weitere Charakterisierung
wurde zunachst versucht, den morphologisch definieten Zelltypen bestimmte
Entladungsmuster zuzuordnen. Dazu wurden die Zellen von einem Membranpo-
tenzial in der Nahe des Ruhepotenzials (-60 bis -75 mV) durch zunehmende depo-
larisiernde Strominjektionen in 10 pA Schritten Uberschwellig depolarisiert. Die
Rheobasestréme lagen in der Regel zwischen -20 und -30 pA. Die Entladungs-
muster wurden nach der Anzahl der Aktionspotenziale (APs) pro Sekunde in stark
adaptierend-phasische (1 AP/s), nicht adaptierend-tonische (4 bis 10 APs/s) und
hochfrequent-tonische (>10 APs/s) Entladungstypen eingeteilt.

Diese Ableitungen dienten ebenfalls der Bestimmung der Aktionspotenzialkinetik.
Dazu wurde jeweils das initiale Aktionspotenzial einer Entladungsserie analysiert.
AnschlieBend wurden die wesentlichen intrinsischen Parameter der Neurone, wie
Ruhemembranpotenzial, Eingangswiderstand, Membranzeitkonstante und Memb-
ranpotenzial, bestimmt. Diese Parameter wurden durch die Antworten auf geringe
Hyperpolarisationen (<10 mV) ausgehend vom Ruhemembranpotenzial der Zelle
im Stromklemm-Modus bestimmt. Mit diesem Protokoll konnte die Aktivierung von
lonenstrémen, welche die passiven Parameter Eingangswiderstand und Membra n-
zeitkonstante verzerren wirden, vermieden werden. Das Ruhemembranpotenzial
wurde direkt nach dem Durchbruch in den Ganzzell-Modus bestimmt, bevor durch
die Vermischung des Zytoplasmas mit der Elektrodenlésung der Wert zu stark
modifiziert werden konnte. Der Eingangswiderstand wurde nach dem Ohmschen
Gesetz ermittelt, indem das Membranpotenzial in der Plateauphase der induzierten
Hyperpolarisation bestimmt und anschlieRend durch die Amplitude des injizierten
Stroms dividiert wurde. Die Membranzeitkonstanten wurden durch eine nichtlineare

Regression wahrend der kapazitativen Umladephase der Ableitungen ermittelt.

Die Membrankapazitat wurde in der Spannungsklemme bestimmt. Hier wurde nach
dem Durchbruch in den Ganzzell-Modus die Flache unter den unkompensierten

Kapazitatstransienten integriert, die durch kleine hyperpolarisierende Spannungs-
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springe bei -60 mV Haltepotenzial evoziert wurden. Dieser Wert gibt die Zahl der
Ladungstrager an, die fir die schnelle Umladung der Zellmembran notwendig sind.
Da biologische Membranen einheitlich dick sind, gilt die Faustregel, dass 100 un?
Membranflache 1 pF Ladungen aufnehmen kann. Durch eine einfache Dreisatzbe-
rechnung kann so die Membranflache kalkuliert werden.

Aktive Membraneigenschaften, spezifische lonenstrome oder die synaptische
Transmission wurden stets mit spezifischen Stimulusprotokollen und Ableitanord-
nungen untersucht, welche der Ubersicht wegen im Ergebnissteil an den entspre-

chenden Stellen genauer dargestellt und erlautert werden.

2.6. Die Statistik

Bei allen elektrophysiologischen Untersuchungen (abgesehen vom Membranpo-
tenzial) wurden 2 bis 10 Messungen wiederholt und gemittelt, um Fehler durch

zuféllige Fluktuationen zu vermeiden.

Alle in dieser Arbeit untersuchten metrischen Messparameter entstammen dem
rationalskalierten Zahlenniveau. Daher konnten fir die statistische Analyse der
Daten parametrische Prifverfahren herangezogen werden. Alle Resultate wurden
mit Methoden der deskriptiven Statistik (Nennung absoluter Haufigkeiten, Mittel-
werte, Standardabweichungen oder Standardfehler) und schlieRenden Statistik
(Nennung statistisch signifikanter Effekte von Pharmaka oder Gruppenunterschie-
den) beschrieben. Der Wert der Irrtumswahrscheinlichkeit a betrug in allen statisti-
schen Berechnungen dieser Arbeit 0,05, sofern kein anderer Wert angegeben wird.
Fur die Auswertung verbundener Stichproben wurde der Zweistichproben T-Test
fur verbundene Stichproben verwendet. Bei unverbundenen Stichproben wurde
beim Vergleich zweier Gruppen der T-Test fur unverbundene Stichproben oder
beim Vergleich mehrerer Stichproben die einfaktorielle Varianzanalyse verwendet.
Alle Abbildungen statistischer Daten in dieser Arbeit zeigen Mittelwerte mit dem

dazugehorigen Standard Error of Mean (SEM). In Féallen, in denen der Mittelwert

mit der Standardabweichung gezeigt wird, wird dieses erwahnt.
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3. Resultate

3.1. Identifikation neokortikaler Neurone nach visuellen Kriterien

Abb. 2 Differenz-Interferenz Kontrast (DIC) Bilder der vier Zelltypen. Das Bild wurde auf einem
s/w-Monitor dargestellt, mit einer Framegrabber Karte digitalisiert und gespeichert. Diese Technik
erlaubte es, post hoc Bilder verschiedener Fokusebenen digital zu einem Bild zu montieren. In A ist
eine P3 Cajal-Retzius (CR) Zelle dargestellt, die sich durch die horizontale Orientierung des Dendri-
tenin der Marginalzone auszeichnet. Die gestrichelte Linie gibt die piale Oberflache wieder. In B ist
eine unverzweigte Pyramidenzelle (P1) (UP) der kortikalen Platte dargestellt, die durch noch nicht
vorhandene Ramifizierung des apikalen Dendriten und dessen vertikale Orientierung gekennzeich-
net ist. C zeigt eine verzweigte Pyramidenzelle (P1) der tiefen kortikalen Platte und D einen Vertre-
ter der sehr heterogenen Subplattenneurone in der Subplatte (P1) mit invertierter Orientierung. Der
Mafstab in D entspricht 10 Mikrometern, die Pfeile markieren Dendriten.
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3.1.1. Das Differenz-Interferenz Kontrastbild unter Infrarotbeleuchtung

Mit Hilfe der Infrarot-Videomikroskopie konnten in neokortikalen Hirnschnitten
neugeborener Ratten vier Zelltypen nach zytoarchitektonischen Kriterien eindeutig

erkannt werden.

Cajal-Retzius Neurone, unreife Pyramidenzellen, verzweigte Pyramidenzellen und
Subplattenneurone waren aufgrund ihrer Lage, Orientierung der Neuriten und
Morphologie gut zu unterscheiden. In Abb. 2 sind fur jeden Zelltyp typische Diffe-

renz-Interferenzkontrast Aufnahmen wiedergegeben.

Cajal-Retzius Neurone waren stets 50-100 pm unterhalb der pialen Oberflache in
der Marginalzone zu finden. Die Somata hatten eine kegel oder spindelférmige
Gestalt, von dessen einen Pol ein horizontal orientierter, weitreichender Dendrit
abging (Abb. 2A).

Unverzweigte Pyramidenzellen waren in der gesamten kortikalen Platte zu finden.
Ihre Dichte nahm innerhalb der untersuchten Altersgruppe von PO bis P4 rapide
ab. Sie hatten eine einfache Morphologie mit tropfenférmigen Somata und einem
langen apikalen Dendriten, der im DIC-Bild keine weiteren Verzweigungen zeigte
(Abb. 2B).

Im Gegensatz dazu hatten verzweigte Pyramidenzellen mehrere Neuriten, die von
einem mehr oder weniger pyramidenférmigen Soma abgingen. Diese Zellen waren
stets in der tiefen kortikalen Platte bzw. der entstehenden Schicht VI, aber auch in
der Subplatte zu finden (Abb. 2C).

Subplattenneurone schlieRlich befanden sich in einer Bande zwischen der weil3en
Substanz und der kortikalen Platte. In dieser Schicht waren stets sehr unterschied-
lich gebaute und orientierte Neurone mit grof3en Somata und starker Ramifizierung
zu finden. In Abb. 2D ist ein Vertreter gezeigt, der sich durch eine invertierte Orien-

tierung seiner Neuriten in Richtung weiler Substanz auszeichnete.
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3.1.2. Lucifer-Yellow (LY) markiert Zellen im Epifluoreszensbild

Abb. 3 Darstellung einer unverzweigten Pyramidenzelle (P2) der kortikalen Platte, die mit dem
Fluoreszensfarbstoff ,lucifer yellow" (LY) geflllt wurde. Links im Bild ist die Elektrode zu erkennen,
die am Soma positioniert wurde. Deutlich ist die angesaugte Membran in der Elektrodenspitze zu
erkennen. Die Skalierung entspricht 10 Mikrometern.

In einigen Experimenten wurde zur genaueren Identifizierung der Neurone der
Fluoreszensfarbstoff ,Lucifer yellow" (LY) zu der Pipettenlésung gegeben. Nach
einigen Minuten konnten die Zellen dann mit der Epifluoreszenseinrichtung des
Mikroskopes sichtbar gemacht werden. So war es méglich, Axone und weit distale

Ramifizierungen zu erkennen.

In Abb. 3 ist das Soma und ein Teil des apikalen Dendriten einer unverzweigten
Pyramidenzelle der kortikalen Platte gezeigt, die wahrend der Ableitung mit LY

gefullt wurde.
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3.2. Die intrinsischen Eigenschaften frih postnataler Neurone des Neokortex

3.2.1. Cajal-Retzius Neurone
Nach visueller Identifizierung wurden Cajal-Retzius Neurone durch tberschwellige
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Abb. 4 Depolarisierende 23 pA Strominjektionen (1s) in der Stromklemme filhrten in Neuronen
der Marginalzone zu einzelnen Aktionspotenzialen (A) oder zu tonischen, nicht adaptierenden
Serien von Entladungen (B). (C) Prozentuale Verteilung der Entladungsmuster.
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Depolarisationen zur Generierung von Aktionspotenzialen angeregt (Abb. 4). Die-
ser Zelltyp konnte durch seine horizontale Orientierung in der sonst sehr zellarmen
Marginalzone ausgemacht werden. Axone, die durch Lucifer-Yellow insitu darge-
stellt wurden, verliefen in der Regel innerhalb der Marginalzone und bildeten zahl-

reiche Kollateralen.

Charakteristisch fur diesen Zelltypen sind nicht adaptierende Entladungsmuster
nach langanhaltender (iberschwelliger Depolarisation. Uberschwellige Strominje k-
tionen fiuhrten in 27% aller CR Neurone zu stark adaptierenden langsamen Akiti-
onspotenzialen (phasischer Entladungstyp) (Abb. 4A+C). In den lbrigen 73% der
CR Neurone traten nicht adaptierende Entladungsmuster auf (phasischer Entla-
dungstyp) (Abb. 4B+C).

Alle Aktionspotenziale konnten bei beiden Entladungstypen durch die Applikation
von 1 uM Tetrodotoxin reversibel blockiert werden, wodurch die Annahme bestatigt
wurde, dass die Aktionspotenziale auf dem schnellen Einstrom von Natriumionen
beruhen.

Die Aktionspotenziale wurden beim schnellen Entladungstyp stets von schnellen
Nachhyperpolarisationen (sNHP) gefolgt (vgl. Pfeil in Abb. 4A), wahrend alle CR
Neurone eine langsame Nachhyperpolarisation (INHP) nach Beendigung einse-

kindiger Uberschwelliger Depolarisation zeigten (vgl. Pfeil in Abb. 4A +B).

Das initiale Aktionspotenzial beider Entladungstypen wurde von einer hohen An-
stiegsgeschwindigkeit und einer relativ langsamen Abfallsgeschwindigkeit gepréagt
(Abb. 5A +B auf der folgenden Seite). Es bestanden jedoch keine signifikanten
Unterschiede in der Kinetik der einzelnen Aktionspotenziale, weshalb die Daten
der initialen Aktionspotenziale im Folgenden zusammen ausgewertet wurden. Die
mittlere Anstiegsgeschwindigkeit der Aktionspotenziale betrug 14,7 V/s + 3,7
(n=11), die mittlere Abfallsgeschwindigkeit 5,2 £ 0,9 V/s (n=11).

Beim tonischen Entladungstypus nahmen unmittelbar nach dem initialen AP so-
wohl die Anstiegs- und die Abfallsgeschwindigkeiten, als auch die Amplituden der
APs auf konstante Werte ab (Abb. 5B).
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10 V/s
500 ms

B)

-60 mV

Abb. 5 Phasische Entladung einer P1 CR Zelle (A) und tonische Entladung einer P1 CR Zelle (B)
nach 29 pA Strominjektionen von einer Sekunde Dauer. Die Anstiegs- und Abfallsgeschwindigkei-
ten der Aktionspotenziale wurden durch die Bildung der 1. Ableitung der Aufnahmen in (A) und (B)
ermittelt und sind jeweils in der unteren Spur dargestellt.
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Die Frequenz der Entladungen konnte beim tonischen Entladungstypus durch
starkere Strominjektionen erhdht werden (Abb. 6A). Es ist zu sehen, das zune h-
mend depolarisierende Stromstarken die Entladungsfrequenz der CR Neurone
leicht erhéhten. Dieser Zusammenhang war im getesteten Bereich in etwa linear.
Abh&ngig von der Starke der Strominjektion traten bei vier von sieben CR Neurone
Aktionspotenziale auch nach Beendigung der hyperpolarisierenden Strominjektio-

nen auf.
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Abb. 6 (A) Lineare Abhéngigkeit der Entladungsfrequenz von der injizierten Stromstarke. (B) De-
und hyperpolarisierende Strominjektionen verschiedener Amplitude wurden fir die Bestimmung der
Strom-Spannungbeziehung neokortikaler Neurone benutzt. Hier ist die Reaktion einer P1 CR Zelle
gezeigt, die in der Stromklemme bei 65 mV gehalten wurde. (C) Die gemittelte Strom-
Spannungsbeziehung von fiinf CR Neuronen. Die Spannungen wurden im Bereich des Pfeiles 2 in
Abb. 6B ermittelt.

Die Strom-Spannungsbeziehung von CR Neuronen ist im Membranpotenzial-

Bereich von etwa -55 mV bis -100 mV linear (Abb. 6C). Starke Membranhyperpo-
larisationen fuhrten in den CR Neurone ab etwa -100 mV zu einer charakteristi-
schen Einwartsgleichrichtung (Pfeil 1 in Abb. 6B). Weiterhin fallt die nach Beendi-
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gung der Hyperpolarisation auftretende langanhaltende Depolarisation auf (Pfeil 3).
Das Membranpotenzial der CR Neurone lag im Mittel bei -45,2 + 2,4 mV (n=11),
der mittlere Eingangswiderstand betrug 1330 = 230 MW (n=10). Von allen unter-
suchten Zelltypen zeigten Cajal-Retzius Neurone die langste Membranzeitkonsta n-
te von 75,9 + 11,4 ms (n=10). Die mittlere Membranflache betrug 2616 + 361 pm?
(n=13). Die Schwelle zur Auslosung eines Aktionspotenzials lag im Mittel bei -31,5
+ 2,5 mV (n=10) und die mittlere Amplitude betrug 79,4 + 5,2 mV (n=10). Die Breite
der Aktionspotenziale betrug an der Basis im Schnitt 16,8 + 24 ms (n=10). Im
Mittel betrug die hochste Anstiegsgeschwindigkeit 14,7 £ 3,7 V/s (n=11) und die
hdchste Abfallsgeschwindigkeit 5,2 + 0,9 V/s (n=11). Daraus resultiert ein Verhal-
nis von Anstiegsgeschwindigkeit zu Abfallsgeschwindigkeit von 2,6 £ 0,2 (n=11).

Diese Resultate sind in Tab. 3 zusammengefasst.

Parameter Subparameter Mitte lwert ~ Standard- N
fehler
Entladungsmuster tonisch 73% 11
phasisch 27% 11
passive Eigenschaften Membranoberflache [mnz] 2616 361 13
Membranzeitkonstante [ms] 75,9 11,4 10
Eingangswiderstand [MW)] 1330 230 10
Membranruhepotenzial [mV]  -45,2 2,4 11
Aktionspotenzial- Schwelle [mV] -31,5 2,5 10
Kinetik
Amplitude [mV] 79,4 5,2 10
Dauer (Basis) [ms] 16,8 2,4 10
Anstiegsgeschwindigkeit [V/s] 14,7 3,7 11
Abfallsgeschwindigkeit [V/s] 5,2 0,9 11
Verhaltnis Anstieg/Abfall 2,6 0,2 11

Tab. 3 Zusammenfassung der intrinsischen Eigenschaften von POP4 Cajal-Retzius Neuronen der
Marginalzone

3.2.2 Unverzweigte Pyramidenzellen
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Unverzweigte Pyramidenzellen (UP Zellen) sind durch ihre Lage in der kortikalen
Platte und ihre ,tropfenférmige” Morphologie definiert. Mit Lucifer-Yellow geftllte

Zellen hatten kein oder nur ein kurzes, unverzweigtes Axon.

Abb. 7 (A) Unreife Pyramidenzellen reagierten auf depolarisierende Strominjektionen mit der
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Generierung einzelner Aktionspotenziale. Hier ist ein Aktionspotenzial als Folge einer 15 pA Strom-
injektion in eine unreife Pyramidenzelle, die bei -65 mV gehalten wurde zu sehen. Die Zelle ent-
stammte der oberen kortikalen Platte einer PO Ratte. (B) Alle 11 getesteten unreifen Pyramidenzd-
len reagierten auf depolarisierende Strominjektionen lediglich mit einzelnen Aktionspotenzialen.

Unreife Pyramidenzellen [%]

Uberschwellige depolarisierende Strominjektionen fiihrten in diesen Zellen stets zu
stark adaptierendem Entladungsverhalten (Abb. 7A). Diese Neurone gehdren also
ausschlie3lich zu dem phasischen Antworttyp. Auch starkere Strominjektionen

konnten bei diesem Zelltyp keine weiteren Aktionspotenziale auslosen (Abb. 7B).
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Unverzweigte Pyramidenzellen generierten bei Uberschwelliger Depolarisation
jedoch in der Regel sehr charakteristische langsame Aktionspotenziale, die durch
TTX blockierbar waren (Abb. 8).

25 mV
500 ms

-70 mV

10 V/s
500 ms

l!tli?qm#nwnm-umwmw

Abb. 8Phasische Entladung einer UP Zelle (P0) nach 15 pA Strominjektionen von einer Sekunde

Dauer. Die Anstiegs- und Abfallsgeschwindigkeiten des Aktionspotenzials wurde durch die Bildung
der 1. Ableitung der oben dargestellten Spur ermittelt und ist in der unteren Abbildung dargestellt.

Die 1. Ableitung der Spur in Abb. 8 zeigt, dass der Anstieg und Abfall der Aktions-
potenzialflanken vergleichsweise niedrige Maximalgeschwindigkeiten erreicht. Die
mittlere Anstiegsgeschwindigkeit von Aktionspotenzialen in UP Zellen betrug 13,6
+ 2,6 V/s (n=11), die mittlere Abfallsgeschwindigkeit betrug 3,9 £ 0,7 V/s (n=11).

Insbesondere die Abfallsgeschwindigkeit ist im Verhaltnis zu den anderen Zellty-
pen dieser Studie sehr niedrig, was durch eine langsamere Kinetik der Repolarisa-

tionsmechanismen zu erklaren ist und somit zu einer relativ langen Depolarisati-

onsp hase fuhrt.
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Abb. 9 (A) Diese phasisch J (PA) feuernde UP Zelle (P0) reagierte

auf zunehmende depolarisierende Strominjektionen bei einem Haltepotenzial von -65 mV mit der
Generierung eines Aktionspotenzials. (B). Hier ist die gemittelte Strom-Spannungsbeziehung von
UP Zellen dargestellt. Die Spannungswerte wurden gegen Ende der Plateauphase in (A) ermittelt
und gegen die injizierte Stromstarke aufgetragen.

Die Strom-Spannungsbeziehung von UP Zellen wurde am Ende der einsekiindigen
Strominjektion ermittelt. Die daraus resultierende gemittelte U Kurve ist in Abb.
9B dargestellt. Die tU-Beziehung ist im Membranpotenzial-Bereich von etwa —40

mV bis -80 mV linear.

Eine zusammenfassende Darstellung der intrinsischen Parameter der UP Zellen ist
in Tabelle 4 auf der folgenden Seite dargestellt. Das Membranpotenzial dieses
Zelltyps lag im Mittel bei 44,1 + 3,3 mV (n=14) und der mittlere Eingangswider-
stand betrug 1829 + 358 MW (n=11). Von allen untersuchten Zelltypen zeigten UP

Zellen damit den héchsten Eingangswiderstand. Die Membranzeitkonstante der
UP Zellen betrug gemittelt 52,5 £ 10,0 ms (n=8).
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Die mittlere Membranflache betrug 1574 + 210 pm? (n=11), womit diese Neurone

die kleinste Membranoberflache aller untersuchten Neurone hatten.

Parameter Subparameter Mittelwert Standard- N
fehler
Entladungsmuster tonisch 0% 11
phasisch 100% 11
passive Eigenschaf-  Membranoberflache [nm?] 1574 210 11
ten
Membranzeitkonstante [ms] 52,5 10,0 8
Eingangswiderstand [MW] 1829 358 11
Membranruhepotenzial [mV] -44,1 3,3 14
Aktionspotenzial- Schwelle [mV] -29,3 2,6 6
Kinetik
Amplitude [mV] 64 9,7 11
Dauer (Basis) [ms] 31,1 6,6 8
Anstiegsgeschwindigkeit [V/s] 13,6 2,6 11
Abfallsgeschwindigkeit [V/s] 3,9 0,7 11
Verhaltnis Anstieg/Abfall 3,6 0,3 11

Tab. 4 zusammenfassung der intrinsischen Eigenschaften von PO-P4 unverzweigten Pyramiden-
zellen der kortikalen Platte.

Die Schwelle zur Auslésung eines Aktionspotenzials lag im Mittel bei -29,3 + 2,6
mV (n=6) und die mittlere Amplitude betrug 64,0 + 9,7 mV (n=11). Die Breite der
Aktionspotenziale betrug an der Basis im Schnitt 31,1 £ 6,6 ms (n=6). Damit gene-
rierten diese Zellen die langsten Aktionspotenziale des unreifen Neokortex. Im
Mittel betrug die hdchste Anstiegsgeschwindigkeit 13,6 + 2,6 V/s (n=11) und die
hochste Abfallsgeschwindigkeit 3,9 + 0,3 V/s (n=11). Daraus resultierte ein Ver-
haltnis Anstiegsgeschwindigkeit/Abfallsgeschwindigkeit von 3,6 £ 0,3 (n=11) (Tab.
4).
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3.2.3 Verzweigte Pyramidenzellen

Verzweigte Pyramidenzellen (VP Zellen) konnten vor allem in den friih gebildeten
Schichten VI und V bzw. der unteren kortikalen Platte gefunden werden.
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Verzweigte Pyramidenzellen [%)]

Abb. 10 (A) Reaktion verzweigter Pyramidenzellen auf depolarisierende Strominjektionen (P1
Pyramidenzelle der unteren kortikalen Platte; 23 pA Strominjektion bei einem Haltepotenzial von -
65 mV). (B) Antwort einer anderen verzweigten Pyramidenzelle auf eine Strominjektion von 43 pA
bei einem Haltepotenzial von -69 mV. Mit sNH sind schnelle Nachhyperpolarisationen gekem-
zeichnet. (C) Prozentuale Verteilung der Entladungsmuster verzweigter Pyramidenzellen (n=18).
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Diese vertikal orientierten Zellen unterschieden sich neben der Lage optisch von
den unreifen Pyramidenzellen durch eine in situ erkennbare Ramifizierung der

basalen und apikalen Dendriten und ein deutlich voluminéseres Soma.

Neben der optischen Unterscheidung diente die elektrophysiologische Charakteri-
sierung der Entladungsmuster als Unterscheidung dieser Neurone von den unreife-

ren Pyramidenzellen.

Im Gegensatz zu den unreifen Pyramidenzellen traten bei Giberschwelliger Depola-
risation neben phasischen Entladungsmustern auch solche mit schwach adaptie-
renden tonischen Entladungsmustern auf. Allen Aktionspotenziale folgten stets
schnelle Nachhyperpolarisationen, die fur die Regulation der Feuerungsrate ver-
antwortlich sind (Abb. 10A und B).

Von allen 18 getesteten Zellen zeigten 61% phasische und 39% tonische Entla-
dungsmuster (Abb. 10C).
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Abb. 11 Phasische (A) und tonische (B) Entladungsmuster zweier verzweigter Pyramidenzellen
der tiefen kortikalen Platte nach 38 pA bzw. 28 pA Strominjektionen von einer Sekunde Dauer. In
der unteren Spur ist jeweils die 1. Ableitung der Originalspuren dargestellt.
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Bei beiden Entladungstypen wurde das initiale AP durch hohe Anstiegs- und Ab-
fallsgeschwindigkeiten gepragt (Abb. 11A, B, nachste Seite). Beim tonischen Ent-
ladungstyp nahmen die Maximalgeschwindigkeiten der Aktionspotenziale kontinu-

lerlich ab, die Zellen adaptierten langsam (11B).

A), 16 T

Aktionspotentiale

14
12
10 +
8
6
4
2
0

i --“ -..!-h-'--'l m: - m:

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Strom [pA]

Membranpotertial (mV)

140 L

Abb. 12 (A) Reaktion verzweigter Pyramidenzellen auf zunehmende depolarisierende Strominjek-
tionen. (B) Ableitung von einer VP Zelle bei de- und hyperpolarisierende Strominjektionen verschie-
dener Amplituden in der Stromklemme bei -70 mV Haltepotenzial. (C) Gemittelte FU-Beziehung von
VP Zellen ermittelt gegen Ende der Plateauphase.
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Die Entladungsrate des tonische Typus lag in der Regel bei etwa 2 Hz und war
nicht oder nur sehr schwach von der injizierten Stromstarke abhangig (Abb. 12A).
In Abb. 12B ist die Reaktion einer verzweigten Pyramidenzelle auf zunehmend
starker werdende Hyperpolarisationen dargestellt. Die gemittelte tU Beziehung
von VP Zellen schliellich ist in Abb. 12C dargestellt. Eine transiente, aber kleine

Gleichrichtung ist bei stark negativen (>-80 mV) Me mbranpotenzialen zu erkennen.

Das durchschnittliche Membranruhepotenzial verzweigter Pyramidenzellen lag bei
-46,6 £ 2 mV (n=38). Der Eingangswiderstand lag bei 828 + 105 Mw (n=27) und
zeigte damit die niedrigsten Werte aller untersuchten Zelltypen. Die Membranober-
flache lag im Mittel bei 4286 + 445 um? (n=19), die Schwelle zur Auslésung eines
Aktionspotenzials betrug im Mittel -30,9 £ 1,2 mV (n=17). Die Amplitude der Akti-
onspotenziale betrug durchschnittlich 56,1 £ 3,8 mV (n=24) und ihre mittlere Breite
an der Basis 18,2 + 2,6 ms (n=24). Die maximale Anstiegsgeschwindigkeit von
14,3 + 1,8 V/s (n=18) wurde von einer vergleichsweise hohen durchschnittlichen
Abfallsgeschwindigkeit von 6,8 + 0,8 V/s (n=18) begleitet. Diese Resultate sind in

Tabelle 5 zusammengefasst.

Parameter Subparameter Mittelwert Standard- N
fehler
Entladungsmuster tonisch 39% 18
phasisch 61% 18
passive Eigenschaften Membranoberflache [nm?] 4286 445 19
Membranzeitkonstante [ms] 39,6 31 25
Eingangswiderstand [MW] 828 105 27
Membranruhepotenzial [mV] -46,6 2 38
Aktionspotenzial- Schwelle [mV] -30,9 1,2 17
Kinetik
Amplitude [mV] 56,1 3,8 24
Dauer (Basis) [ms] 18,2 2,6 24
Anstiegsgeschwindigkeit [V/s] 14,3 1,8 18
Abfallsgeschwindigkeit [V/s] 6,8 0,8 18
Verhaltnis Anstieg/Abfall 2,4 0,3 18

Tab. 5 Zusammenfassende Darstellung der intrinsischen Eigenschaften von verzweigten Pyrami-
denzellen der kortikalen Platte.
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3.2.4 Subplattenneurone

Subplattenneurone (SP Neurone) stellen eine morphologisch heterogene Neuro-
nenpopulation dar, die sich vor allem durch ihre Lage und allgemein komplexe
Morphologie kennzeichnen lasst. Die untersuchten Neurone waren in der Regel

multipolar und zeigten nach Fullung mit Lucifer-Yellow stark verzweigte axonale

Projektionen.
A)
25 mV
1000 ms
-75 mV
B)
25 mvV
1000 ms
-75 mV .. — ’
C)
X 25 mV
0 mV/ SNHP 1000 ms

Abb. 13 Depolarisierende Strominjektionen in SP Neurone fiihrten zu verschiedenen Antwortmus-
tern. (A) Entladungsmuster einer P1 SP Zelle, die bei einem Haltepotenzial von -75 mV durch eine
23 pA Strominjektion depolarisiert wurde. Das SP Neuron in (B) antwortet zwar auf eine 49 pA
Strominjektion bei -75 mV Haltepotenzial ebenso tonisch wie die Zelle in Abb.(A), feuert aber nie-
derfrequenter und mit breiteren Aktionspotenzialen. (C) SP Neuron bei einer depolarisierenden
Strominjektion von 23 pA und einem Haltepotenzial von -70 mV. Auf das erste Aktionspotenzial
folgt eine schnelle Nachhyperpolarisation (Pfeil).
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Uberschwellige depolarisierende Strominjektionen in Subplattenneuronen fiihrten
zu verschiedenen Antwortmustern. Die meisten Subplattenneurone generieren
tonische Aktionspotenzialserien. Dabei kann man hochfrequente ( >10 Hz) und

znormale” tonische (<10 Hz) Entladungsmuster unterscheiden.

In Abb. 13A ist ein hochfrequent feuerndes Subplattenneuron mit 11 Aktionspoten-
zialen/s dargestellt, in Abb. 13B eine tonisch feuernde Zelle mit 8 Aktionspotenzia-
len/s. Wie bei den verzweigte n Pyramidenzellen gab es auch in der Subplatte stark
adaptierende, phasisch feuernde Zellen mit schnellen Nachhyperpolarisationen
(sNHPs) (Abb. 13C).
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Abb. 14 (A) Verteilung phasischer, langsam tonischer und hochfrequent tonischer Entladungs-
muster bei Subplattenneuronen. In (B) ist die Abhangigkeit der Zahl der Aktionspotenziale pro
Sekunde eines Subplattenneurons vom injizierten Strom dargestellt.

70% der getesteten Neurone feuerten tonische Aktionspotenzialserien, wobei 50%
dem hochfrequent und 20% dem tonisch feuernden Typ angehdrten. Die Ubrigen
30% entluden sich phasisch mit wenigen Aktionspotenzialen (Abb. 14A). Zune h-
mende Depolarisation fiihrte bei tonisch feuernden Zellen zu zunehmender Akti-

onspotenzialfrequenz (Abb. 14B).
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Abb. 15 (A) und (B) Entlad ungsmuster phasisch und tonisch feuernder SP Neurone, sowie deren

1. Ableitung. In (A) wurde in ein SP Neuron bei einem Haltepotenzial von -72 mV ein Strom von 25
pA, in (B) in ein anderes SP Neuron ein Strom von 38 pA bei -72 mV injiziert.
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Abb. 16(A) Antwort eines PO Subplattenneurons mit hochfrequentem Entladungsmuster auf de-
und hyperpolarisierende Strominjektionen verschiedener Starke bei einem Haltepotenzial von -65

mV zur Ermittlung der Strom-Spannungsbeziehung. In (B) sind die gemittelten Strom-
Spannungsbeziehungen von 12 Subplattenneuronen dargestellt.

Die hochfrequent entladenden SP Neurone zeigten hohe maximale Anstiegs- und
Abfallsgeschwindigkeiten der initialen Aktionspotenziale, die in der Folge langsam
abnahmen, so dass es zu einer Verbreiterung der Aktionspotenziale kam (Abb.
15A). Wesentlich ausgepragter ist die Abnahme der Anstiegs- und Abfallsge-
schwindigkeiten der Aktionspotenziale dagegen bei den phasisch feuernden SP

Neuronen (Abb. 15B).

In Abb. 16A ist die Reaktion einer hochfrequent feuernden SP Zelle auf Depolari-
sationen und Hyperpolarisationen zunehmender Starke dargestellt. Im Gegensatz
zu den Ubrigen Zelltypen ist hier keine Einwartsgleichrichtung festzustellen. Die
gemittelten Strom-Spannungsbeziehungen von SP Neuronen ist in Abb. 16B wie-
dergegeben. Im Membranpotenzial-Bereich zwischen -50 mV und -100 mV ist der

Verlauf annédhernd linear. Bei starkerer Hyperpolarisation ist nur eine schwache
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Einwartsgleichrichtung zu erkennen. Das Membranpotenzial der Subplattenneuro-
ne lag im Mittel bei -50 = 2,3 mV (n=20) und war damit von allen Zelltypen am
starksten polarisiert. Die mittlere Membranflache der SP Neurone betrug 6224 *
886 um2 (n=14).

Damit stellten die Subplattenneurone unter allen untersuchten Typen diejenigen
mit der grof3ten Cberflache dar. Parallel dazu ist der mittlere Eingangswiderstand
dieser Zellen mit 1014 = 95 MW (n=10) relativ niedrig. Die Membranzeitkonstante
betrug im Mittel 64,9 £ 6,8 ms (n=10). Aktionspotenziale konnten ab einem Memb-
ranpotenzial von -35 + 1,7 mV (n=10) ausgeldst werden, die mittlere Amplitude
betrug 69,9 + 3,7 mV (n=10). Die initialen Aktionspotenziale dauerten im Mittel 8,6
+ 0,1 ms (n=10) und waren somit schneller als die der anderen Zelltypen. Die Ge-
schwindigkeit resultierte aus den sehr hohen maximalen Anstiegs- und Abfallsge-
schwindigkeiten von 17 + 6,7 V/s (n=10) bzw. 6,7 + 1,2 V/s (n=10). Das Verhéltnis
von Anstiegsgeschwindigkeit zu Abfallsgeschwindigkeit betrug im Mittel 2,2 £ 0,4

(n=10). Diese Resultate sind in Tabelle 6 zusammengefasst dargestellt.

Parameter Subparameter Mittelwert  Standard- N
fehler
Entladungsmuster tonisch 20% 10
phasisch 30% 10
hochfrequent 50 % 10
passive Eigenschaf-  Membranoberflache [nm°] 6224 886 14
ten
Membranzeitkonstante [ms] 64,9 6,8 10
Eingangswiderstand [MW] 1014 95 10
Membranruhepotenzial [mV] -50 2,3 20
Aktionspotenzial- AP-Schwelle [mV] -35,0 1,7 10
Kinetik
AP-Amplitude [mV] 69,9 3,7 10
AP-Breite (Basis) [ms] 8,6 0,1 10
Anstiegsgeschwindigkeit [V/s] 17,0 6,7 10
Abfallsgeschwindigkeit [V/s] 6,7 1,2 10
Verhaltnis Anstieg/Abfall 2,2 0,4 10

Tab. 6 Zusammenfassende Darstellung der intrinsischen Eigenschaften von Subplattenneuronen.
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3.2.6. Beteiligung von Kaliumstromen an intrinsischen Membraneigenschaften

In einer Serie von Experimenten wurden in der intrazellularen Losung Kaliumionen
durch Casiumionen ausgetauscht, um den Einfluss von Kaliumstromen, die teilwei-
se durch Casiumionen blockiert werden kdnnen, auf die intrinsischen Parameter

der untersuchten Neurone abschatzen zu kdénnen.

25 mV
500 ms

-65 mV

Abb. 17 Die depolarisierende Strominjektion von 50 pA in ein P1 Subplattenneuron bei einem
Haltepotenzial von -65 mV unter Verwendung einer intrazellularen Losung, bei der Kaliumionen
durch Casium ausgetauscht wurden.

Verglichen mit Kaliumhaltiger Loésung lag bei diesen Ableitungen von einer ge-
mischten Population aller vier Zelltypen zwischen PO und P4 das Membranpote n-
zial bei im Mittel bei deutlich positiveren Werten von -36,4 + 4,2 mV (n=18) im
Vergleich zu —40,8 + 3,5 mV (n=20) bei Kaliumhaltiger Intrazellularlésung.

Der Eingangswiderstand war bei Verwendung von Casiumhaltiger Losung hoher
als bei Verwendung von Kaliumchloridlésung (1543 = 324 Mw(n=11) im Vergleich
zu 1138 + 231 MW (n=22)). Uberschwellige depolarisierende Strominjektionen
unter Verwendung von Casiumhaltigen Lésungen fihrten zur Generierung von
Aktionspotenzialen, die allerdings in ihrer Dauer verlangert waren (Abb. 17). Bei
noch stérkerer Depolarisation kam es zur Ausbildung eines depolarisierten Pla-

teaus, ohne dass ein initiales Aktionspotenzial ausgeldst werden konnte.
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3.3. Einwartsstrome neokortikaler Neurone neugeborener Ratten

3.3.1. Natrium-Stréme
Schnelle transiente Natriumstrome wurden nach der erfolgreichen Beschreibung
passiver und aktiver elementarer Membraneigenschaften in den vier Zelltypen

analysiert.

Diese Natriumstréome kénnen in Neuronen durch die Gberschwellige Depolarisation
des Membranpotenzials evoziert werden. Durch die Offnung von Natriumkanalen
kénnen Natriumionen in die Zelle gelangen. Sie stellen damit die Basis fur die
Aktionspotenzial-induzierte Depolarisation dar.

Zu diesem Zweck wurde das in Abb. 18A eingefuigte Pulsprotokoll in der Strom-
klemme verwendet. Die Zellen wurden fur drei Sekunden bei -70 mV gehalten und
dann fir 300 ms in 10 mV Schritten zunehmend depolarisiert. Die Inaktivierung von
Natriumstromen wurde durch Pausen von mindestens drei Sekunden zwischen
zwei Spannungsspringen und ein hyperpolarisiertes Haltepotenzial vermieden. Auf
diese Art und Weise konnte zuverlassig ein transienter, TTX-sensitiver Ein-

wartsstrom in allen Neuronen gemessen werden.

In der Regel konnte ein schneller Natriumeinstrom bei einem Membranpotenzial
zwischen -50 und -30 mV aktiviert werden (Abb. 18A +B).

Die unterbrochene Linie in Abb. 18B stellt die Extrapolation der gemessenen Stro-
me bis +40 mV Membranpotenzial dar. Der Schnittpunkt mit der Ordinate ergibt ein
geschatztes Umkehrpotenzial von -70 mV fir diese Messung an einer unverzweig-

ten Pyramidenzelle.
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Abb. 18 (A) Natriumstréme in der Spannungsklemme. Die Ableitung stammt von einer unver-
zweigten Pyramidenzelle (P0). (B) Strom-Spannungsbeziehung fir die in (A) gezeigte Ableitung.
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Die Resultate dieser Untersuchungen an den verschiedenen Zelltypen sollen im

Folgenden genauer dargestellt werden.
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Abb. 191n (A) sind die Spitzenwerte der Natriumstrom -Amplituden aufgeteilt nach den untersuch-

ten Zelltypen dargestellt. In (B) sind die Daten aus Abb. 19 A in Relation zu der Membranoberflache
der Zellen dargestellt.

Cajal-Retzius Neurone zeigten mit durchschnittlich -512 + 185 pA (n=4) die nied-
rigsten Amplituden. Die Amplituden der unreifen Pyramidenzellen lagen bei -627 +
102 pA (n=13), die der verzweigten Pyramidenzellen bei -674 + 74 pA (n=26). Die

groften Amplituden konnten in Subplattenneuronen gemessen werden. Hier lag
der Durchschnitt bei -714 £ 194 pA (n=8) (Abb. 19A).

Da die Amplitude des Natriumstroms von der Kinetik und der Anzahl der Natrium-
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kandle pro Flacheneinheit abhangig ist, wurden die absoluten Amplituden an-

schlieRend in Relation zur gemessenen Membranoberflache gesetzt.

Die so ermittelten Stromdichten ergaben eine etwas andere Verteilung als die
absoluten Amplituden. CR Neurone zeigten im Mittel eine Stromdichte von -27,4 +
9,9 pA/cm? (n=3), unverzweigte Pyramidenzellen -33,5 + 5,4 pAlcm? (n=6), ver-
zweigte Pyramidenzellen den niedrigsten Wert von -15,7 + 1,9 pA/cm? (n=14) und

Subplattenneurone den hichsten Wert von-38,2 + 10,3 pA/cm? (n=6).
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Abb. 20 In (A) ist als MaR der Aktivierungskinetik die Latenz vom Beginn der Depolarisation bis

zu der Maximalamplitude dargestellt. In (B) ist die schnelle Inaktivierungs-Zeitkonstante fir die vier
Zelltypen dargestellt, in (C) die langsame Inaktivierungs -Zeitkonstante.

Die Aktivierungskinetik der Natriumstrome, die z.B. fur die Anstiegsgeschwindigkeit
der Aktionspotenziale von Bedeutung ist, kann naherungsweise durch die Latenz
zwischen dem Beginn der Depolarisation und dem Zeitpunkt der maximalen Natri-

umstromamplitude beschrieben werden.
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CR Neurone zeigten mit 2,5 = 0,5 ms (n=4) die grol3te, UP Zellen dagegen mit 1,5
+ 0,3 ms (n=10) die kiurzeste Latenz. Verzweigte Pyramidenzellen und Subplatten-
neurone lagen mit 1,7 + 0,2 ms (n=22) bzw. 1,9 =+ 0,6 ms (n=6) zwischen diesen
Werten (Abb. 20A). Diese Differenzen zwischen den Latenzen waren statistisch
nicht signifikant (a = 0,05).

Neben der Aktivierungskinetik interessierte der Zeitverlauf der Inaktivierung. Dieser
Parameter konnte durch eine biexponentielle Regressionsanalyse gewonnen wer-

den. Die Inaktivierung wurde am besten durch eine schnelle schnen) UNd eine lang-
same Inaktivierungskomponente € angsam) beSchrieben. tsenner der CR Neurone
betrug im Mittel 2,1 + 0,8 ms (n=4), tjangsam 8,5 £ 1,2 ms (n=3). UP Zellen zeigten
mit 2,2 £ 0,3 ms (n=11) bzw. 15,5 + 5,1 ms (n=7) die langsten Inaktivierungszeit-

konstanten.

Die Natriumstrome der verzweigten Pyramidenzellen und Subplattenneurone da-
gegen inaktivierten mit einer schnellen Inaktivierungszeitkonstante von 1,5 £ 0,2
ms (n=20) und einer langsamen Inaktivierungszeitkonstante von 3,1 £+ 0,4 ms
(n=11), bzw. 1,5 + 0,4 ms (n=5) und 5 + 0,4 ms (n=7) signifikant schneller als CR
und UP Zellen (a = 0,05) (Abb. 20B +C).
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3.3.2. Spannungsabhéangige Kalziumstrome

Die Untersuchung der Kalziumstrome beschrankte sich auf solche Strome, die bei
relativ positiven Membranpotenzialen aktiviert werden konnten (high-voltage-
activated (HVA)) Kalziumstrome. Strome, die bereits bei niedrigen Membranpoten-
zialen induziert werden kdénnen, waren in der untersuchten Altersgruppe entweder
nicht zu evozieren, oder es konnten keine hinreichend guten Ableitungsbedingun-

gen geschaffen werden.

Spannungsabhangige Kalziumstrome wurden durch schrittweise Depolarisationen
in 10 mV-Schritten von -60 mV bis +20 mV Membranpotenzial induziert (siehe
Pulsprotokoll in Abb. 21). Dadurch wurden spezifisch die Komponenten der Kalz-
umstrome isoliert, die erst bei starker Depolarisation aktivieren, da andere Kalz-
umstrome bei -60 mV Membranpotenzial bereits vollstandig inaktiviert sind (Sayer
et al., 1990; Brown et al., 1993). Zwischen zwei Depolarisationen wurde eine Pau-
se von mindestens 10 Sekunden bei -60 mV eingelegt. Dadurch konnte eine Inak-

tivierung bzw. ein ,run-down* der Stréme minimiert werden.

Kalziumstrome waren in allen Zelltypen messbar. Die HVA Kalziumstrome konnten

durch die Applikation von 100 puM Kadmium vollstandig blockiert werden (n=25,
hier nicht dargestellt).

Nur solche Einwartsstrome wurden weiter ausgewertet, die langsam zwischen -50
und -40 mV Membranpotenzial aktivierten. Nur so konnte ein zu groR3er Fehler
durch ungeniigende Ableitbedingungen ausgeschlossen werden. In einem Strom-
Spannungsdiagramm zeigt eine diesen Kriterien entsprechende Ableitung eine
angendahert U-formige Kurve.
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Die abgeleiteten Kalziumstrome bestanden aus einer frihen transienten Kompo-

nente und einer langanhaltenden persistierenden Komponente.
A)
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Abb. 21 Ableitung des HVA Kalziumstrom von einer verzweigten Pyramidenzelle eines P5 Tieres.
Unten in der Abbildung ist das verwendete Pulsprotokoll wiedergegeben. Das Rechteck bzw. das

Dreieck in der oberen Spur markiert den Zeitpunkt der Amplitudenbestimmung fur die Erstellung der
Strom -Spannungsbeziehung in Abb. 22.

Beide Komponenten aktivierten bei Membranpotenzialen zwischen -50 und -40 mV
und waren maximal aktiviert bei Membranpotenzialen zwischen -20 und -10 mV
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(siehe Spuren in Abb. 21 und die I-U-Beziehung in Abb. 22). Das Umkehrpotenzial

lag in der Regel zwischen +10 mV und + 50 mV.

B) 1 100

1 -300
| [PA]

Abb. 22 Hier ist die Strom-Spannungsbeziehung der Ableitung aus Abb. 21 dargestellt. Die Ampli-
tuden der transienten und der persistierenden Komponenten wurden zu den Zeitpunkten bestimmt,
die in der obersten Spur der Abb. 21 mit einem Rechteck bzw. Dreieck markiert sind.
Cajal-Retzius Neurone hatten mit -126 + 27 pA (n=7) die niedrigsten Amplituden
des transienten Kalziumstromes. Dieser Wert war signifikant niedriger gegentber
allen untersuchten Zelltypen (a = 0,05).

Unverzweigte Pyramidenzellen hatten Spitzenamplituden von durchschnittlich -275
+ 48 pA (n=9), wahrend dieser Werte flr verzweigte Pyramidenzellen -246 + 38 pA
(n=12) betrug. Subplattenneurone hatten mit -283 + 51 pA (n=7) die grof3ten Ma-

ximalamplituden von allen untersuchten Zelltypen (Abb. 23A).

Nach der Relativierung dieser Amplituden in Bezug auf die Membranflache der
Neuronen veranderten sich die Verhaltnisse untereinander. Nun zeigten die resu-
tierenden Spitzenstromdichten bei unverzweigten Pyramidenzellen mit 25,5 + 8,4
HA/cm? (n=9) die héchsten Werte. Dieser Parameter war schwach signifikant héher
im Vergleich zu den tbrigen Neuronenpopulationen (a = 0,05).
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Die Spitzenstromdichte der transienten Komponente von CR und SP Neuronen
war mit -4,9 + 1,1 pA/cm? (n=7) bzw. 4,9 + 1,4 pA/cm? (n=7) etwa um das funffa-
che niedriger. Verzweigte Pyramidenzellen hatten eine etwas hohere Spitze n-
stromdichte von -6,3 + 1,5 uA/cm? (n=11) (Abb. 23B).
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Abb. 23 Die Amplituden der transienten Kalziumkomponente (Spitzenstrom) wurden bei dem
Potenzial ermittelt, an dem der jeweilige Einwartsstrom maximal war. In (A) sind die mittleren Ampli-
tuden fur die vier Zelltypen dargestellt. Stellt man die Maximalamplitude in Relation zu der Mem b-

ranoberflache der Zellen, erhélt man die Stromdichte, die in (B) ebenfalls fur alle Zelltypen wieder-
gegeben ist.

Die Aktivierungskinetik der transienten Kalziumstrome der untersuchten Zelltypen
konnte nur naherungsweise durch die Bestimmung der Latenz zwischen dem Be-
ginn der Depolarisation und dem Zeitpunkt des Auftretens der Maximalamplitude
bestimmt werden.

Seite 77 von 167



Untersuchungen zur zellularen Physiologie des unreifen Neokortex der Ratte

Die resultierenden Werte unterschieden sich nicht signifikant, waren jedoch mit
18,9 + 4,9 ms (n=9) am hochsten bei den verzweigten Pyramidenzellen und mit
13,0 = 3,9 ms (n=7) am niedrigsten bei Subplattenneuronen (a = 0,05).

Cajal-Retzius Neurone und unverzweigte Pyramidenzellen lagen mit 14,7 + 6,7 ms
(n=7) bzw. 16,9 £ 5 ms (n=8) zwischen diesen beiden Extremen (Abb. 24A).
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Abb. 24 Die Aktivierungskinetik der transienten Kalziumkomponente kann durch die Latenz
zwischen Beginn der Depolarisation und Zeitpunkt des Spitzenstroms dargestellt werden. In (A) ist

diese Latenz fir alle Zelltypen dargestellt. In (B) sind die schnellen Inaktivierungszeitkonstanten der
transienten Komponente wiedergegeben.

Die Inaktivierungskinetik der transienten und persistierenden Komponenten konnte
durch eine biexponentielle Regressionsanalyse bestimmt werden. Eine solche
biexponentielle Regression ist in Abb. 25 dargestellt. Auf diesem Weg erhielt man
eine schnelle schner) UNd eine langsame §angsam) INaktivierungszeitkonstante flr

die transiente bzw. die persistierende Komponente.
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Die transiente Kalziumstrom-Komponente inaktivierte mit einer t gcppey VOn 7,2 £ 3,9
ms (n=5) bei CR Neuronen, 14,9 + 1,3 ms (n=5) bei UP Zellen, 11,7 £ 1,3 ms (n=6)
bei VP Zellen und 5,3 + 2,9 ms (n=5) bei SP Neuronen (Abb. 24B).

Die Unterschiede in Bezug auf diesen Parameter waren nicht signifikant verschie-
den. Auffallig ist jedoch der Unterschied zwischen der Gruppe der Pyramidenzellen
und den CR und SP Neuronen. Letztere zeigten deutlich kirzere Inaktivierungs-

zeitkonstanten.

o] . ——

* R |-Plateau .

. |-Spitzenstrom 1,

Abb. 25 Die Inaktivierung der transienten und der persistierenden Komponenten wurde unter-
sucht, indem eine biexponentielle Regressionsanalyse, dargestellt durch die gestrichelte Linie,
durchgefuhrt wurde. Dadurch wurden eine schnelle (ts) und eine langsame (t) Inaktivierungszeit-
konstante bestimmt.

Die Amplituden der persistierenden Komponente wurden bei dem Depolarisati-
onsschritt mit der hdchsten Spitzenstromamplitude bestimmt (Abb. 26A). Wie bei
der transienten Komponente hatten CR Neuronen mit -74 + 11 pA (n=10) die nied-
rigsten Amplituden des Plateau Kalziumstromes. Diese Abweichungen war signifi-
kant niedriger als bei verzweigten Pyramidenzellen mit -116 + 18 pA (n=16) @ =
0,05). Gegentiber den anderen Zelltypen war jedoch kein signifikanter Unterschied
festzustellen. Unverzweigte Pyramidenzellen hatten Plateauamplituden von durch-
schnittlich -87 + 20 pA (n=8), wahrend dieser Parameter bei Subplattenneuronen -
93 + 20 pA (n=9) betrug. Wie bei der transienten Kalziumstrom Komponente wurde
auch bei der Plateaukomponenten die Amplitude im Verhaltnis zur Membranflache
relativiert. Es ergab sich dabei eine &hnliche Verteilung wie bei der Stromdichte der

transienten Komponente. CR Neurone mit durchschnittlich -3,3 + 0,7 pA/cm?
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(n=10), verzweigte Pyramidenzellen mit -3,1 + 0,7 pA/cm? (n=15) und Subplatten-
neurone mit -3,1 + 1,4 pA/cm? (n=5) differierten nicht signifikant voneinander. Un-
verzweigte Pyramidenzellen zeigten mit durchschnittlich -7,6 + 2,1 pA/cm? (n=8)
die gro3te Stromdichte der Plateaukomponente und unterschieden sich in diesem
Parameter signifikant von den verzweigten Pyramidenzellen (Abb. 26B).
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Abb. 26 Maximale Amplituden (A) und relativierten Stromdichten (B) der Plateaukomponente.
Damit stellt dieser Parameter eine Moglichkeit dar, unverzweigte Pyramidenzellen
von den reiferen und starker ramifizierten Pyramidenzellen nach e-

lektrophysiologischen Kriterien zu unterscheiden.
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Abb. 27 In Abb. (A) ist das prozentuale Verhéltnis der Amplitude der persistierenden Komponente
am Ende der Depolarisation zur Spitzenstromamplitude dargestellt. Abb. B stellt die Inaktivierungs-
zeitkonstante tiangsam der persistierenden Komponente fur alle Zelltypen dar.

Das GroRRenverhaltnis der Amplituden der transienten Komponente zu der Pla-
teaukomponente wird als prozentuale Inaktivierung bezeichnet. Dieser Wert lasst
eine Aussage Uber den Anteil der transienten Komponente am Gesamtkalzium-
strom zu. CR Neurone hatten mit 39 + 10 % (n=6) den geringsten prozentuellen
Inaktivierungsgrad. Die Inaktivierung bei UP Zellen dagegen war mit 62 + 6 %
(n=8) am starksten. VP Zellen und SP Neurone bewegten sich mit 47 £+ 7 % (n=12)
und 58 £ 12 % (n=7) Inaktivierung zwischen CR und UP Zellen (Abb. 27 A). Diese
Werte differierten somit zwischen den vier Zelltypen nicht signifikant voneinander
(a = 0,05). Die Zeitkonstante fur die Inaktivierung der langsamen Kalziumstrom-
komponente betrug bei CR Neuronen und UP Zellen etwa 90 ms, wahrend dieser
Wert fur VP Zellen und CR Neurone bei etwa 140 ms lag (Abb. 27B). Diese Diffe-
renz war statistisch nicht signifikant (a = 0,05).

Die Deaktivierungskinetik der Kalziumstrome wurde untersucht, indem durch ein
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Spannungssprung von +10 mV auf -50 mV Nachstrome aktiviert wurden. Durch
eine biexponentielle Regressionsanalyse dieser evozierten Nachstrome ergab sich
eine schnelle €schnelle Deaktivierung) UNd €ine langsame  { jangsame Deaktivierung) Ze€itkon-
stante. In der Population der CR Neurone belief sich tschnelie peakiivierung @Uf 0,36 *
0,03 ms (n=6), bei UP Zellen auf 0,43 £ 0,08 ms (n=4), bei VP Zellen auf 0,39 +
0,02 ms (n=6) und bei SP Neuronen auf 0,85 *+ 0,21 ms (n=6). Diese Unterschiede

zwischen den Zellpopulationen waren statistisch nicht signifikant (a = 0,05 ) (Abb.

28A).

Der Wert fUr t angsame Deakivierung P€trUg bei CR Neuronen 3,4 + 0,4 ms (n=6), bei UP
Zellen 4,2 + 1,2 ms (n=3), bei VP Zellen 4,5 = 0,8 (n=4) und bei SP Neuronen 6 £
0,9 ms (n=6). CR und SP Neuronen unterscheiden sich damit in diesem Parameter
signifikant voneinander (a = 0,05) (Abb. 28B).
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Abb. 28In (A) sind die schnellen und in (B) die langsamen Deaktivierungszeitkonstanten fiir die
vier untersuchten Zelltypen dargestellt.

3.4. Die synaptische Konnektivitat des neonatalen Neokortex

Neben der Charakterisierung intrinsischer Parameter ist die Beschreibung der
interzellularen Kommunikation Gber Transmitter von essentieller Bedeutung fir das
Verstandnis der Physiologie des unreifen Neokortex. Synaptische Netzwerkaktivi-

tat wurde durch extrazellulare Stimulation mit einer bipolaren Reizelektrode und
unterschiedlichen Ladungsmengen in der tiefen Subplatte angeregt.

Durch die Wahl dieses Reizortes wurden verschiedene Elemente des Netzwerkes
stimuliert. Es wurden neben orthodromer Stimulation thalamo-kortikaler afferenter
Axone, kortiko-kortikale Verbindungen ortho- und antidrom und Subplattenneurone
direkt stimuliert. Méglicherweise vorhandene kortiko-thalamische Efferenzen wur-

den durch diesen Stimulationsort ebenfalls erregt.

Fur die Reizung wurde eine bipolare Reizelektrode verwendet und 50 bis 200 ps
lange Reizimpulse zunehmender Starke in der tiefen Subplatte gegeben, bis ma-
ximale Antworten gemessen werden konnten. Dann wurde in der Regel die Reiz-
stromstarke um ca. 50% vermindert, um eine schnelle Ermidung des Netzwerkes
zu verhindern.

Die Ableitungen wurden im Ganzzellmodus in der Marginalzone, kortikalen Platte
und Subplatte oberhalb der Reizelektrode vorgenommen. Die Amplitude und Dau-
er postsynaptischer Antworten war durch die Reizintensitat, Reizdauer und der
Reizfrequenz zu beeinflussen. Es wurden zwischen zwei Reizen in der Regel Pau-
sen von >30s eingelegt, um die Antworten zu stabilisieren und einen ,run-down* zu
verhindern. Kirzere Interstimulusintervalle fiihrten regelmafig zu einer sehr star-
ken Verminderung und haufig sogar zum irreversiblen Erléschen der postsynap-
tisch nachweisbaren Aktivitat.
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3.4.1. Verteilung postsynaptischer Antworten nach orthodromer Stimulation

\4
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Abb. 29 In dieser Abbildung sind (von oben nach unten) typische Antwortmuster eines P4 CR

Neurons der Marginalzone, einer P2 UP Zelle der kortikalen Platte, einer P2 VP Zelle der tiefen
kortikalen Platte und eines PO SP Neurons bei orthodromer Stimulation dargestellt. Alle Zellen
wurden bei einem Membranpotenzial von 90 mV gehalten. Der Zeitpunkt der Stimulation ist durch
Pfeile markiert.

Typische postsynaptische Strome und Potenziale dauerten mehrere hundert Milli-
sekunden und bestanden aus mehreren Ubereinandergelagerten Komponenten.
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Dabei waren diese langen mehrphasigen Antworten, abhangig von der Reizstarke
und Reizfrequenz vorwiegend in Subplattenneuronen und verzweigten Pyramiden-

zellen der tieferen kortikalen Platte zu messen.

Unverzweigte Pyramidenzellen zeigten in der Regel lediglich monosynaptische
Antworten, wahrend Cajal-Retzius Neurone bei Stimulation in der darunter liegen-

den Subplatte keine postsynaptische Antworten zeigten (Abb. 29 und 30).

Nur eine von acht untersuchten unverzweigten Pyramidenzellen zeigte eine poly-

synaptische Antwort, wahrend dieses bei 62 % der verzweigten Pyramidenzellen
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30T
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0
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der Fall war (n=34) (Abb. 30). Unter den gleichen Bedingungen konnte in 76,6 %

aller Subplattenneurone ein polysynaptischer Eingang festgestellt werden (n=33)
(Abb. 30).

Abb. 30Die prozentuale Verteilung polysynaptischer postsynaptischer Aktivitat der verschiedenen
Neuronentypen nach tberschwelliger orthodromer Stimulation in der tiefen Subplatte bzw. weil3en
Substanz.

Wegen der ungleichen synaptischen Konnektivitdt nach orthodromer Stimulation in
den darunter liegenden Schichten bei SP und BP Zellen einerseits, und UP und
CR Neurone andererseits, wurden im Folgenden nur Ableitungen von VP und SP

Neuronen zur weiteren Charakterisierung der langanhaltenden polysynaptischen
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Aktivitat vorgenommen. Entscheidenden Faktoren, die Einfluss auf Dauer und
Intensitat der synaptischen Aktivitat haben, werden im Folgenden genauer darge-

stellt.

3.4.2. Modulation polysynaptischer Netzwerkaktivitat

Wie in Abb. 31A gezeigt wird, ist die Amplitude und Dauer der postsynaptischen
Stréme stark von der vorausgehenden Reizintensitat abhangig. Eine Erhéhung der
Reizstarke vom Schwellenwert aus, fuhrte zu einer Verstarkung der postsynapti-

schen Aktivitat.
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Abb. 31 (A) Postsynaptische Strome einer P5 VP Zelle nach Stimulation in der tiefen Subplatte.
Die Zelle wurde bei -90 mV Membranpotenzial gehalten. Die Stimulusintensitat wurde graduell von
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4 auf 18 V erhoht. In (B) ist die Ableitung von einem P4 SP Neurons zu sehen, das bei -90 mV
Membranpotenzial gehalten wurde. Die Stimulation fand in der darunter liegenden tiefen Subplatte
statt. Gezeigt sind polysynaptische Strome bei 2,4 und 7,2 mM extrazellularer Kalziumkonzentration
unter ansonsten identischen Reiz- und Ableitbedingungen.

Die Verstarkung der synaptischen Aktivitat machte sich sowohl durch eine zune h-
mende Erh6hung der Amplituden, als auch durch eine zunehmender Dauer der
postsynaptischen Strome bemerkbar. Nicht selten konnte die Aktivitat bis zu 1000
ms andauern.

Sehr haufig konnte weiterhin ab einer bestimmten Reizintensitat das Auftreten
deutlicher polysynaptischer Strome beobachtet werden, was sich durch mehrgipfe-
lige postsynaptische Stréme oder Potenziale bemerkbar machte.

Oft war es nicht moglich, durch eine Reduktion der Reizstarke oder der Reizdauer
die polysynaptische Aktivitat zu unterbinden. In diesen Féllen konnten die Aktivitat
zum Teil durch eine Veranderung des Stimulusortes reduziert werden.

Wenn auch diese nicht gelang, wurde zu einem weiteren Mittel gegriffen. Durch
eine Erh6hung der extrazellularen Kalziumkonzentration von 2,4 auf 7,2 mM konn-
te in allen Fallen eine Reduktion von Amplitude und Dauer postsynaptischer Stro-
me erreicht werden (Abb. 31B).

Unter den erhdhten externen Kalziumkonzentrationen ,ermiden® polysynaptische
Verbindungen eher als direkte monosynaptische Verbindungen zwischen gepaar-
ten Neuronen. Damit stellt diese pharmakologische Beeinflussung eine adaquate

Maglichkeit zur Reduktion unerwiinschter polysynaptischer Aktivitat dar.
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3.4.3. Die Strom-Spannungs Beziehung polysynaptischer Antworten

Abb. 32 In dieser Abbildung ist die Ableitung evozierter postsynaptischer Stréme von einer VP
Zelle (P2) der kortikalen Platte nach Stimulation in der tiefen Subplatte bei verschiedenen Memb-
ranpotenzialen dargestellt (KCI-L6sung). Zu den Zeitpunkten, die mit einem Punkt markiert sind,
wurden die Amplituden fiir die Strom-Spannungsbeziehung ermittelt.
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In Abb. 32 ist die Ableitung von einer VP Zelle der kortikalen Platte einer Ratte (P2)
dargestellt, bei der polysynaptische postsynaptische Strome bei verschiedenen
Membranpotenzialen evoziert wurden. Deutlich ist die polysynaptische Natur der
Strome an den mehrgipfeligen Kurvenformen zu erkennen.

Bei negativen Membranpotenzialen handelte es sich um Einwértsstrome, bei posi-
tiven Membranpotenzialen um Auswartsstrome. Das Umkehrpotenzial der Stréme
betrug etwa O mV.

Da das Membranpotenzial unter physiologischen Bedingungen negativ ist, sind
diese polysynaptischen Strome in der untersuchten Altersgruppe stets Ein-
wartsstrome und damit exzitatorisch. Die mit einem geflllten Kreis markierten

Amplituden wurden fir die Darstellung der Strom-Spannungsbeziehung in Abb. 33

ausgewertet.
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Abb. 33 Hier ist die Strom-Spannungsbeziehung der Ableitung aus Abb. 31 dargestellt. Dazu
wurden die Amplituden einzelner Ereignisse der postsynaptischen Strome zu den markierten Zeit-
punkten bestimmt und gegen das Haltepotenzial aufgetragen.

Seite 89 von 167



Untersuchungen zur zellularen Physiologie des unreifen Neokortex der Ratte

Im Bereich von -100 mV bis +50 mV war die FU Beziehung nahezu linear (Abb.
33). Dieser Befund impliziert, dass die polysynaptischen postsynaptischen Stréme
keine ausgepragte Mg?*-abhingige NMDA-Komponente enthielten, oder wenn
diese vorhanden war, kein spannungsabhéngiger Block bei negativen Membranpo-

tenzialen vorlag.

3.5. Transmittersysteme der Netzwerke des unreifen Neokortex
3.5.1. Die Natur monosynaptischer Verbindungen

Die Natur der involvierten rezeptorvermittelten Strome wurde im Folgenden durch
pharmakologische Studien weitergehend untersucht.

Zu diesem Zweck wurde mit einer bipolaren Reizelektrode in der tiefen Subplatte
kurz oberhalb der weil3en Substanz mit Pulsen von 50 - 200 us gereizt und von
dartiber liegenden Subplattenneuronen und verzweigten Pyramidenzellen im
Ganzzellmodus bei einem Haltepotenzial von -90 mV abgeleitet.

Die Reizstarke wurde so gewahlt, dass nur postsynaptische Strome (EPSCs) mit
monoexponentiell abfallender Flanke und kurzer Latenz, also monosynaptische
Antworten evoziert wurden.

Dieses wurde erreicht, indem die Reizstarke von deutlich Gberschwelligen Starken
langsam verringert wurde, bis lediglich isolierte, monoexponentiell abfallende
Strome zu messen waren.

AnschlieRend wurden die Glutamatrezeptor-Antagonisten NBQX (10 uM), DL-APV
(30 uM) oder der GABA ,-Rezeptor Antagonist BMI (5 uM) zu der Badlésung hin-
zugefugt.

Der Effekt der Pharmaka auf de maximale Amplitude wurde bei dieser Untersu-

chung als auszuwertender Parameter gewahlt.
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Abb. 34 (A) Monosynaptischer postsynaptischer Strom in einer P1 VP Zelle bei 90 mV Memb-
ranpotenzial. Durch die Applikation von 10 pM NBQX konnte der postsynaptische Strom blockiert
werden. (B) Effekt von 25 pM DL-APV auf den evozierten postsynaptischen Strom in einer PO VP
Zelle bei -90 mV Membranpotenzial.

Der AMPA-Antagonist NBQX hatte einen starken inhibitorischen Effekt auf die
Spitzenamplitude der monosynaptischen Antwort. Nur eine kleine spate Kompo-
nente blieb nach der Applikation des Antagonisten tbrig (Abb. 34A). Im Gegensatz
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zu NBQX hatte der NMDA-spezifische Antagonist DL-APV einen geringeren inhibi-
torischen Einfluss auf die EPSCs (Abb. 34B).
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Abb. 35 (A) Effekt von 10 uM BMI auf einen monosynaptischen postsynaptische Strom in einem
P1 Subplattenneuron. Die Zelle wurde bei einem Membranpotenzial von -90 mV gehalten. In (B)
sind die Wirkungen von 10 uM NBQX (n=11), 25 uM DL-APV (n=8) und 10 puM BMI (n=5) auf mo-
nosynaptische postsynaptische Stréme dargestellt.
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Der Anteil GABAerger Komponenten an postsynaptischen Antworten wurde durch
die Applikation des spezifischen GABA,-Antagonisten BMI bei einer verzweigten
Pyramidenzelle und4 Subplattenneuronen und untersucht. Die Resultate wurden
gepoolt.

An der gezeigten Ableitung in Abb. 35A ist zu sehen, dass dieser Antagonist kei-
nen deutlichen inhibitorischen Effekt auf monosynaptische Stréme hatte. BMI zeig-
te im Mittel bei einer Badkonzentration von 10 pM eine im Zweistichproben T-Test
nicht signifikante Vergrof3erung @=0,05) der postsynaptischen Stromamplituden
von -58 + 17 pA auf 61 £ 12 pA (n=5) (Abb. 35B).

An insgesamt 2 Subplattenneuronen, 2 unverzweigten Pyramidenzellen und 7
verzweigten  Pyramidenzellen wurde die Wirkung des AMPA/Kainat-
Rezeptorantagonisten NBQX untersucht. Die Resultate wurden gepoolt. Diese
Versuche zeigten, dass 10 uM Bad-appliziertes NBQX monosynaptische posts y-
naptische Strome von durchschnittlich -74 + 26 pA auf -7,5 = 3,4 pA (n=11) redu-
zierte (Abb. 35B). Diese starke Reduktion der Amplituden war im Zweistichproben
T-Test signifikant (a = 0,05).

Die spezifische Blockade von NMDA-Rezeptoren mit DL-APV wurde an insgesamt
6 Subplattenneuronen und 2 verzweigten Pyramidenzellen untersucht. Die Ergeb-
nisse wurden gemeinsam ausgewertet. In Konzentrationen von 25 bis 30 uM ver-
ringerte Bad-appliziertes DL-APV die Amplituden postsynaptischer Strome im
Zweistichproben T-Test nicht signifikant von durchschnittlich -73 + 35 pA auf -59 +
31 pA (n=8) (Abb. 35B) (a = 0,05).

3.5.2. Die Pharmakologie der Netzwerkaktivitat des unreifen Neokortex

Wie oben beschrieben wurde, konnte nur ein schwacher Effekt des GABAAa-
Rezeptor Antagonisten BMI auf isolierte monosynaptische Strome gefunden wer-
den.

Es ist jedoch bekannt, dass im Neokortex GABA z.B. in Cajal-Retzius Neuronen

und Neuronen der Subplatte vorliegt. Moglicherweise wurden bei der Untersu-
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chung der monosynaptischen Verbindungen diese Neurone nicht ausreichend
stimuliert.

Weitere Versuche wurden daher unternommen, um die Netzwerkeigenschaften
des unreifen Neokortex zu analysieren. Dazu wurde in einem &hnlichen Versuchs-
paradigma die Reizstarke stark Uberschwellig gewéhlt. Die Folge waren polyphasi-
sche Strome in den untersuchten VP und SP Neuronen.

Da diese Antworten stark von der Reizstarke abhingen und durch eine Erhéhung
der extrazellularen Kalziumkonzentration reduziert werden konnten (vgl. Abb. 31A
+B), handelte es sich hier um eine massive polysynaptische Netzwerkaktivitat.

Bei einem Haltepotenzial von -90 mV wurde bei diesen Ableitungen der prozentua-
le Effekt der drei Glutamat- und GABA-Antagonisten, DL-APV, NBQX und BMI auf
den postsynaptischen Stromfluss untersucht.

Der Gesamtstromfluss setzt sich aus mehreren beteiligten lonenstrémen zusam-
men. Er wurde durch die Integration der Flache zwischen der Basislinie und der
Spur ermittelt.

Der AMPA/KainatRezeptor Antagonist NBQX zeigte im Gegensatz zu der starken
Inhibition isolierter monosynaptischer Strome in diesem Versuchsparadigma nur
einen relativ geringen Einfluss auf polysynaptische postsynaptische Stréme. Dies
wird in der exemplarischen Ableitung in Abb. 36A deutlich.

Im Mittel reduzierte die Gabe von 10 uM NBQX den Stromfluss in den postsynapti-
schen Neuronen von 100 + 35 % auf 62 + 22 % (n=8) (Abb. 37B). Die Reduktion
war in dem verwendeten Zweistichproben T-Test jedoch nicht signifikant verschie-
den von den Kontrollableitungen (a= 0,05). Die beobachtete Reduktion stitzt aber
die Beobachtung, dass AMPA/Kainat-Rezeptoren bereits in unreifen kortikalen
Netzwerken eine Rolle bei der schnellen synaptischen Transmission spielen kén-
nen.

Neben den AMPA/Kainat-Rezeptor vermittelten postsynaptischen Strémen wurden
die NMDA-Rezeptor vermittelten Stréme durch den spezifischen Antagonisten DL-
APV untersucht.

Eine deutlich starkere, im Zweistichproben T-Test signifikante Reduktion polysy-

naptischer Stromflisse konnte durch die Applikation des NMDA-spezifischen An-
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tagonisten DL-APV erreicht werden (a = 0,05). Durch die Bad-Applikation von 25
bis 30 uM DL-APV wurde in diesen Versuchen eine Reduktion des postsynapt-
schen Gesamtstromflusses von 100 + 38 % auf 38 + 14 % erreicht (n=7) (Abb.
37B).

Wie der Ableitung in Abb. 36B zu entnehmen ist, bewirkte dieser Antagonist vor
allem eine Inhibition der spaten polysynaptischen Antworten, wahrend die initialen
monosynaptischen Antworten jedoch weitgehend unbeeinflusst blieben. Wegen
der lang anhaltenden spaten Komponenten der polysynaptischen Strome von bis
zu 1000 ms wurde das Integral der Stromamplitude Uber die Zeit mit dem NMDA-
Antagonisten besonders stark reduziert.

Der Anteil einer GABAerger Netzwerkkomponente wurde durch die Blockade GA-
BAerger Rezeptoren nach Applikation des spezifischen GABA A-Antagonisten BMI
untersucht. Obwohl in den Versuchen zu isolierten monosynaptischen Strémen
kein nennenswerter Effekt von BMI beobachtet werden konnte, bewirkte BMI in
diesen Versuchen stets eine starke Reduktion der polysynaptischen Antworten,
wie in der Ableitung in Abb. 36A zu sehen ist.

An insgesamt 7 Subplattenneuronen und 6 verzweigten Pyramidenzellen wurde
der Effekt von BMI untersucht. Bei Applikation von 5 pM BMI verringerten sich die
Maximalamplituden der postsynaptischen Strome im Zweistichproben T-Test signi-
fikant von -195,8 + 58,7 pA auf -57,8 + 15,3 pA (n=13) (a= 0,05). Gleichzeitig ver-
ringerte sich der polysynaptische postsynaptische Stromfluss im Zweistichproben
T-Test signifikant von 71,3 + 14,4 auf 24,1 + 7,3 pAs (a= 0,05). Dieser Wert ent-
spricht einer prozentualen Reduktion von 100 + 28 % auf durchschnittlich 36 + 10
% (n=13) (Abb. 37B). Diese prozentuale Reduktion war statistisch ebenfalls signifi-

kant.
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Abb. 36 In dieser Abbildung sind die Effekte der Glutamatrezeptor-Antagonisten NBQX (10 puM)

und DL-APV (30 uM) auf polysynaptische postsynaptische Stréme in P1 (A) und PO (B) VP Neur-

nen der kortikalen Platte dargestellt. Die Stréme wurden durch Stimulation in der tiefen Subplatte
evoziert.
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Abb. 37 (A) Effekt von 5 pM BMI auf polysynaptische postsynaptische Stréme einer P4 verzweig-

ten Pyramidenzelle der kortikalen Platte. Die Stimulation erfolgte in der darunter liegenden Subplat-
te. (B) Quantitative Effekte von Bad-appliziertem NBQX (n=8), DL-APV (n=7) und BMI (n=13) auf
den polysynaptischen postsynaptischen Stromfluss. Die Ergebnisse sind normalisiert dargestellt.
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3.6. Ist die NR2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors im perinatalen Neokortex
funktionell aktiv?

Nachdem die Beteiligung des NMDA-Rezeptors an der Netzwerkaktivitat des unrei-
fen Neokortex in den vorangegangenen Versuchen verdeutlicht wurde, stellte sich
die Frage, welche Untereinheitenkonstitution dieser Rezeptor im neonatalen Kortex
hat.

Die Untereinheitenzusammensetzung ist von entscheidender Bedeutung fir die
Kinetik des lonenkanals.

Daher wurde in einer weiteren Untersuchung die Anwesenheit der NR2B Unterein-
heit des NMDA Rezeptors pharmakologisch untersucht. Zu diesem Zweck wurde
der Effekt von 10 uM Ifenprodil, einem NR2B-spezifischen Antagonisten, auf no-
nosynaptische postsynaptische Stréme getestet. Die Resultate sind auf der folgen-
den Seite dargestellt.

Ahnlich wie DL-APV inhibierte Ifenprodil die Spitzenamplitude der monosynapti-
schen Antwort (Abb. 38A). In dieser Studie flhrte der Antagonist zu einer Verringe-
rung der Amplituden bei -90 mV Membranpotenzial von durchschnittlich -35 + 13
pA auf-25 £ 13 pA (n=10) (Abb. 38B).

Diese Inhibition zeigte mit den verwendeten statistischen Testverfahren keine
Signifikanz.

Durch den beobachteten Effekt konnte jedoch trotzdem gezeigt werden, dass die
NR2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors im neonatalen Kortex entscheidend an
der Zusammensetzung des funktionellen NMDA-Rezeptor-Kanalproteins beteiligt

ist.
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Abb. 38 Effekt des NR2B-spezifischen Antagonisten Ifenprodil (10 pM) auf monosynaptische
postsynaptische Strome. In (A) ist die Wirkung auf einen monosynaptischen postsynaptischen
Strom in einem P3 Subplattenneuron dargestellt, die bei -90 mV Membranpotenzial gehalten wur-
de. Die Stimulation erfolgte in der tiefen Subplatte lateral von der abgeleiteten Zelle. In (B) ist der
Effekt von 10 uM Ifenprodil auf die Spitzenamplituden monosynaptischer postsynaptischer Strome
in 10 Neuronen der kortikalen Platte und der Subplatte zusammenfassend dargestellt.
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3.7. Der Effekt von Somatostatin auf die Physiologie neokortikaler Neurone

Ob und wie die bisher beschriebenen intrinsischen und synaptischen Eigenschaf-
ten juveniler neokortikaler Neurone durch Neuromodulatoren beeinflusst werden,
wurde beispielhaft an insgesamt 223 vorwiegend pyramidalen kortikalen Neuronen
juveniler Ratten im Alter von P1 bis P20 untersucht. In diesen Experimenten wurde
die Wirkung des Neuropeptides Somatostatin auf elektrophysiologische Parameter
untersucht.

In diesen Untersuchungen wurde der Effekt von Somatostatin-14 (SS14), einem
zyklischen, aus 14 Aminosauren bestehendem Peptid und MK678 (Seglitid), einem
Agonisten mit hoher Affinitat zum sst2-Rezeptor auf intrinsische und synaptische
Parameter untersucht. Die untersuchten Parameter waren zum einen die intrinsi-
schen passiven Membraneigenschaften (Ruhemembranpotenzial, Eingangswider-
stand und Membranzeitkonstante), zum anderen die intrinsischen aktiven Memb-
raneigenschaften (Feuerungsverhalten, Aktionspotenziallatenz, Aktionspotenzial-
schwelle, -amplitude, -halbwertszeit, -frequenz etc.), aber auch die synaptischen
Ubertragungseigenschaften (Kinetik postsynaptischer Glutamaterger und GABAer-
ger Strome (Latenz, Amplitude, Flache unter der Kurve, Zeitkonstante)). Ein Bei-
spiel fur den Effekt von SS14 auf juvenile Pyramidenzellen ist in Abb. 39 darge-
stellt.

Bei der Ableitung in Abb. 39 trat nach der Applikation von 200 nM SS14 eine star-
ke, aber reversible Depolarisation des Membranpotenzials von etwa 25 mV und
eine damit verbundene Uberschwellige Antwort auf synaptische Stimulation auf.
Neben der reversiblen Depolarisation verkleinerten sich jedoch im Anschluss an
die Applikation die exitatorischen postsynaptischen Potenziale. Somit wurde a-
kennbar, dass sowohl intrinsische, als auch synaptische Parameter neokortikaler
Neurone durch-SS14 verandert werden konnen. Daher wurden-in-der Folge syste-
matische Untersuchung zu diesen Parametern durchgefiihrt. Zunéchst wurden die
Untersuchungen auf den Alterszeitraum PO bis P4 eingeschrankt, um mdglichst

vergleichende Aussagen zu den bisher gewonnenen Daten zu ermdglichen.
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Abb. 39 In der oberen Spur ist eine Ableitung von einer verzweigten Pyramidenzelle der Schicht

VI (P4) im Stromklemm-Modus bei -60 mV Haltepotenzial dargestellt. In der unterhalb gelegenen
weillen Substanz wurden in regelméfRigen Abstanden Stimuli mit einer Spannung von 20V und
einer Dauer von 200 ps gegeben. Die postsynaptischen Potenziale sind bei dieser Zeitauflosung als
vertikale Linien zu erkennen. Der Balken zeigt die Dauer der Badapplikation von 200 nM Som a-
tostatin-14 (SS14). In der unteren Spur ist die Ableitung von einer P16 Pyramidenzelle der Schicht
V bei -75 mV Membranpotenzial dargestellt. Zur Bestimmung des Eingangswiderstandes wurden
hyperpolarisierende Strominjektionen gegeben. Der Balken zeigt die Dauer der Badapplikation von
2000 nM SS14. Nach Beginn der SS14-Wirkung wurde kurzzeitig ein depolarisierender Strom

injiziert, um das Membranpotenzial dem urspriinglichen Ruhepotenzial Nahezubringen.

In den 37 untersuchten Neuronen dieser Altersklasse waren zwar nach Applikation
von SS14 oder MK678 teilweise de- und hyperpolarisierende Ereignisse erkenn-
bar, jedoch waren diese seltener und nicht eindeutig von nattrlichen Membranpo-
tenzialfluktuationen zu unterscheiden ( Amplitude <2 mV). Auf eine weitere Unter-
suchung der Wirkung des Peptids in dieser Altersgruppe wurde aufgrund der indif-
ferenten Aussagekraft daher verzichtet und im Anschluss daran weitere Untersu-
chungen an juvenilen Tieren (P4-P20) vorgenommen. In dieser Gruppe zeigten

sich in der Tendenz vergleichbare, gleichzeitig jedoch stabilere und ausgepragtere
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Effekte. Die Ergebnisse beider Altersklassen wurden zusammen ausgewertet und

werden im folgenden Abschnitt dargestellt.

3.7.1 Der Effekt von SS14 auf passive Membraneigenschaften

An insgesamt 24 Pyramidenzellen juveniler Rattenkortices wurde der Einfluss von
100 bis 2000 nM SS14 auf die intrinsischen Membraneigenschaften untersucht.
Dazu wurden die Neurone in der Stromklemme zun&chst am Ruhepotenzial gehal-
ten und das Membranpotenzial anschlieRend Uber einen Zeitraum von mehreren
Minuten vor, wahrend und nach der Badapplikation des SS14 aufgezeichnet. In der
Regel wurden dabei durch niedrigamplitudige hyperpolarisierende Strominjektio-
nen gleichzeitig die passiven Membraneigenschaften analysiert. Es zeigte sich,
dass SS14 das Ruhemembranpotenzial sowohl in depolarisierender, als auch in

hyperpolarisierender Richtung verandern kann.

90T

-80 +

-60 T

-50 T

-30 +

Membranpotential [pA]

-10 t

OKontrolle ® Denolarisation O Hvperpolarisation

Abb. 40 Der Effekt von 100 bis 2000 nM SS14 auf das Ruhemembranpotenzial neokortikaler
Pyramidenzellen bei juvenilen Ratten.
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In 11 von 24 Neuronen, bei den der Effekt des Peptides auf das Ruhemembranpo-
tenzial untersucht wurde, konnte eine messbare Depolarisation des Membranp o-
tenzials beobachtet werden. Die Neurone wurden um durchschnittlich 2,6 mV von -
67,8 £ 7,5 mV (n=24) auf -65,2 + 9,5 mV (n=24) depolarisiert. Im T-Test Paarver-
gleich fur abhéngige Stichproben war diese Differenz hochsignifikant (a=0,05)
(Abb. 39). Bei 7 der 11 depolarisierenden Neuronen war der beobachtete Effekt
vollstandig reversibel, bei den lbrigen dagegen irreversibel, so dass die Messun-
gen abgebrochen werden mussten. In 12 von 24 Neuronen wurde eine messbare
Hyperpolaristion des Membranpotenzials gemessen. Diese Neurone wurden im
Durchschnitt um 1,8 mV von -67,8 = 7,5 mV (n=24) auf -69,7 + 8,4 mV (n=24)
hyperpolarisiert. Diese Veranderung war jedoch statistisch nicht signifikant (Abb.
39). Bei 7 der 12 Neurone war der beobachtete Effekt vollstdndig reversibel, bei
den Ubrigen dagegen vollstandig irreversibel. In 5 von 24 Neuronen konnte im
Rahmen einer biphasischen Antwort sowohl eine Depolarisation als auch eine

Hyperpolarisation des Membranpotenzials festgestellt werden.

Im Rahmen der beschriebenen Versuche wurde neben dem Membranpotenzial
auch der Eingangswiderstand und die Membranzeitkonstante untersucht. Dariber
hinaus wurden die vorher genannten Parameter und das aktive Feuerungsverhal-
ten der Pyramidenzellen untersucht, indem die Neurone in der Stromklemme aus-
gehend vom Ruhemembranpotenzial schrittweise fur eine Sekunde hyper- und
depolarisiert wurden. Bei Uberschwelliger Stimulation konnten so die Aktionspote n-

zialparameter untersucht werden.

Der Eingangswiderstand der Pyramidenzellen wurde durch die Badapplikation von
100 bis 2000 nM SS14 bei 18 von 22 Neuronen verringert, bei 4 von 22 Neuronen
jedoch leicht erhoht. Durchschnittlich verminderte sich der Eingangswiderstand der
Neurone nicht signifikant um 7,3% (=42 MW) von 583 + 438 MW (n=22) auf 541 +

428 MW (n=22).
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Abb. 41 Der Effekt von SS14 auf die intrinsischen Membraneigenschaften und das Feuerungs-
verhalten einer P18 Pyramidenzelle der Schicht V. Es wurden bei einem Haltepotenzial von -60 mV
in der Stromklemme Stréme von 0, +6, +16, -6, -16, -26, -36 und -46 pA injiziert. In A) ist die Ablei-
tung unter Kontrollbedingungen, in B) wahrend der Badapplikation von 1000 nM SS14 und in C)
nach 60 Minuten Auswaschphase dargestellt. Deutlich sichtbar ist die reversible Reduktion der
Feuerungsrate und die teilweise reversible Reduktion des Eingangswiderstandes durch SS14.

Seite 104 von 167



Untersuchungen zur zelluldren Physiologie des unreifen Neokortex der Ratte

Dieser Effekt war in dem untersuchbaren Zeitraum stets nur teilweise reversibel. In
Abb. 41 B) wird dieser Effekt durch die Abnahme der Membranpotenzialausle n-
kungen bei hyperpolarisierenden Strominjektion wéhrend der SS14-Applikation
sichtbar.

Die Membranzeitkonstante der Pyramidenzellen wurde durch Applikation des Ne u-
ropeptids nicht signifikant um durchschnittlich 10,1% (=5,4 ms) von 53,9 + 44,5 ms
(n=21) auf 48,5 + 41,9 ms (n=21) reduziert. Dieser Effekt war in dem untersuchba-
ren Zeitraum stets irreversibel. Die Richtung oder Starke dieser beobachteten
Effekte korrelierten bei keinem der untersuchten intrinsischen Parameter mit der
Peptidkonzentration.

3.7.2 Der Effekt von SS14 auf das Feuerungsverhalten

Neben den Effekten auf intrinsische Membraneigenschaften interessiert die Frage,
ob SS14 das Feuerungsverhalten der Pyramidenzellen beeinflussen kann. Dazu
wurden die Neurone eine Sekunde lang Uberschwellig depolarisiert und die Eigen-
schaften der generierten Aktionspotenziale bestimmt. AnschlieBend wurde die
gleiche Messung nach Applikation von SS14 beim gleichen Membranpotenzial
wiederholt.

Bei insgesamt 5 Pyramidenzellen konnten hinreichend stabile Antworten Uber den
notwendigen Zeitraum hinweg abgeleitet werden. Der sichtbarste Effekt auf das
Feuerungsverhalten war stets die reversible, aber starke Reduktion der Feue-
rungsrate (siehe Abb. 40) bei gleich starker Depolarisation. Von im Mittel 11 + 6,5
Aktionspotenzialen pro Sekunde (n=5) nahm dieser Wert um 33,7% auf durch-

schnittlich 7,3 + 8,2 Aktionspotenziale pro Sekunde ab.

Die Kinetik des jeweils ersten Aktionspotenzials wurde im Anschluss genauer ana-
lysiert und vergleichen. So verringerte sich die durchschnittliche Amplitude der
Aktionspotenziale von 85,7 = 26 mV (n=5) um 6,3% (=5,3 mV) auf 80,3 + 35,2 mV
(n=5). Das Schwellenpotenzial, bei dem ein Aktionspotenzial ausgeltst werde
kann, verschob sich durch die Applikation von SS14 von durchschnittlich -36,6 +
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7,5 mV (n=5) um 5,5% (=2 mV) auf durchschnittlich -34,6 £ 11,2 mV (n=5). Gleich-
zeitig damit vergrof3erte sich die im Anschluss an ein Aktionspotenzial messbare
Nachhyperpolarisation um durchschnittlich 11,5% (=2,7 mV) (n=5). Die Dauer der
Aktionspotenziale bei halbmaximaler Amplitude verlangerte sich unwesentlich um
durchschnittlich 2,3% (=0,05 ms) von 2,1 + 1,4 ms (n=5) auf 2,15 + 1,5 ms (n=5).
Dabei nahm die maximale Depolarisationsgeschwindigkeit von durchschnittlich
98,7 + 92,7 V/Ims (n=5) um 0,3% (=0,6 V/ms) auf 99 £ 96,6 V/ms (n=5) zu, wah-
rend die maximale Repolarisationsgeschwindigkeit von 26,1 + 23,9 V/ms (n=5) um
2,2% (=0,6 V/ms) auf 25,5 = 24,5 V/ms abnahm. Keiner der untersuchten Parame-

ter veranderte sich statistisch signifikant (bei a=0,05).

3.7.3 Der Effekt von SS14 auf evozierte postsynaptische Stréme

Die Wirkung von SS14 auf gemischte evozierte postsynaptische Strome wurde an
9 Pyramidenzellen des juvenilen Neokortex untersucht. Dazu wurden die Neurone
in der Nahe des natlrlichen Ruhemembranpotenzials bei etwa -50 mV in der
Spannungsklemme gehalten und durch Stimulation mit einer bipolaren Reizelekt-
rode in der darunter liegenden weil3en Substanz durch sorgféltige Wahl der Reizin-
tensitdt monophasische postsynaptische Strome evoziert. Keiner der moglichen
synaptischen Strome wurde pharmakologisch blockiert. Zur Blockade von Aktions-
potenzialen wurde der intrazellularen Losung bei diesen Experimenten 5 mM QX-
314 zugefugt. Damit konnen Natriumstrome und einige Kaliumstrome blockiert
werden. Es wurden fir die Auswertung jeweils mehrere Spuren aufgenommen und
anschlieRend das Neuropeptid in Konzentrationen zwischen 100 und 2000 nM mit
der Badlosung appliziert. Nach einigen Minuten Wartezeit wurden die Messungen
dann wiederholt. AnschlieRend wurde wieder normale Badlésung zugefihrt. In
regelmaiigen Abstanden wurde Uberprift, ob evtl. beobachtete Effekte des Neu-
ropeptids wieder riickgangig gemacht werden konnten. In der Auswertung wurden
die Parameter Latenz (Zeit zwischen Reiz und postsynaptischer Antwort), Amplitu-
de, Zeitkonstante der abfallenden Flanke und die Flache unter der Kurve (Integral
des gesamten Stromflusses) bei -60 mV Membranpotenzial bestimmt. Abbildung

42 zeigt ein typisches Beispiel einer solchen Ableitung.
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Abb. 42 Effekt von SS14 auf postsynaptische Stréme in einer P16 Pyramidenzelle der Schicht Il
bei einem Membranpotenzial von -60 mV. Die postsynaptische Antwort wurde durch Stimulation in
der darunter liegenden weien Substanz mit einer Spannung von 18V und 200 us Stimulationsdau-
er und einer Frequenz von 0,3 Hz evoziert. Die mit 1 gekennzeichnete Spur zeigt die Ableitung
unter Kontrollbedingungen, die mit 2 gekennzeichnete Spur die nach Badapplikation von 100 nM

SS14 und die mit 3 gekennzeichnete Spur eine Ableitung wéhrend der Auswaschphase. Deutlich
sichtbar ist die irreversible Reduktion der Spitzenstromamplitude und der langsamen Zeitkonstante
der abfallenden Flanke.

SS14 verlangerte die Latenz zwischen Reiz und dem Beginn der postsynaptischen
Antwort geringfiigig um 1,7% (=03 ms) von durchschnittlich 17,1 £ 6,7 ms (n=9)
auf 17,4 £ 6,6 ms (n=9). Auffallig war die hochsignifikante Reduktion der Maximal-
amplituden von durchschnittlich -128 + 185 pA (n=9) um 40% (=51 pA) auf -77 %
103 pA (n=9) (Abb. 42 und 43).
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Abb. 43 Reduktion der Spitzenstromamplituden evozierter postsynaptische Stréme in neokortika-
len Pyramidenzellen nach Applikation von 100 bis 2000 nM SS14. Die Wirkung wurde bei einem
Membranpotenzial von -60 mV untersucht.

Damit einher ging eine starke Reduktion der Zeitkonstante der abfallenden Flanke
von 44,8 £ 37 ms (n=7) um 39% auf 27,2 £ 9 ms (n=7). Als Resultat der Reduktion
der beiden genannten Parameter verringerte sich der Uber die Zeit integrierte
Stromfluss insgesamt von 7,6 £ 11,5 pAs (n=8) um 57% (=4,4 pAs) auf 3,2 + 3,7
pAs (n=8). Die Veranderung der Zeitkonstante und des Gesamtstromflusses waren
nicht statistisch signifikant verschieden von den Kontrollableitungen. Die beobach-
teten Veranderung evozierter postsynaptischer Strome waren nicht nur in der Re-
gel im Laufe der gesamten Auswaschzeit irreversibel, sondern nahmen haufig
sogar noch zu (Abb. 42). Dabei konnte die Auswaschphase zum Teil bis zu einer
Stunde verfolgt werden, bevor die Ableitungen instabil wurden.
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3.7.4 Der Effekt von SS14 auf evozierte NMDA-Rezeptor vermittelte Stréme

Wie im vorigen Versuch wurden in dieser Versuchsreihe postsynaptische Stréme

evoziert und bei einem Membranpotenzial von -50 mV ausgewertet.

Jedoch wurden flr diese Experimente der Badldsung kontinuierlich 10 uM BMI und
30 uM DL-APV hinzugefigt, um GABA-A- und AMPA/Kainat-Rezeptor vermittelte
Strome zu blockieren und so vorwiegend NMDA-Rezeptor vermittelte Strome zu

isolieren.

50pA
100 ms

Abb. 44 Effekt von SS14 auf evozierte NMDA-Rezeptor vermittelte postsynaptische Stréme in

einer P17 Pyramidenzelle der Schicht Ill bei einem Membranpotenzial von -50 mV. Die postsynapti-
sche Antwort wurde durch laterale Stimulation mit einer Spannung von 5V und 50 ps Stimulations-
dauer und einer Reizfrequenz von 0,3 Hz unter pharmakologischer Blockade von AMPA/Kainat-
und GABA-A-Rezeptoren evoziert. Die mit 1 gekennzeichnete Spur zeigt die Ableitung unter Kon-
trollbedingungen, die mit 2 gekennzeichnete Spur die nach Badapplikation von 100 nM SS14 und
die mit 3 gekennzeichnete Spur eine Ableitung 11 Minuten nach Start der Auswaschphase. Deutlich

sichtbar ist die irreversible Reduktion der Spitzenstromamplitude und der Flache unter der Kurve.

SS14 verlangerte die Latenz zwischen Reiz und dem Beginn der postsynaptischen
Antwort auffallig und signifikant um 32% (=39 ms) von durchschnittlich 118 + 113
ms (n=6) auf 157 + 141 ms (n=6) (@ = 0,05). Auffallig war dartber hinaus eine

signifikante Reduktion der Maximalamplituden von durchschnittlich -55 + 45 pA
(n=6) um 26% (=14 pA) auf -41 + 33 pA (n=6) (a = 0,05) (Abb. 44 und 45).

Mit diesen Effekten ging in diesen Untersuchungen eine Verlangerung der Zeitkon-
stante der abfallenden Flanke von 91,3 + 55 ms (n=4) um 10% auf 100,8 + 87 ms
(n=4) einher. Trotzdem verringerte sich als Resultat der tUber die Zeit integrierte
Stromfluss nicht signifikant von 8,3 + 7,7 pAs (n=4) um 53% (=4,4 pAs) auf 3,9 *
3,4 pAs (n=4) (a = 0,05).
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Abb. 45 Reduktion der Spitzenstromamplituden isolierter NMDA-Rezeptor vermittelter postsynap-
tischer Strome in neokortikalen Pyramidenzellen nach Applikation von 100 bis 2000 nM SS14.

3.7.4 Der Effekt von MK678 auf evozierte NMDA-Rezeptor vermittelte Strome

Es gibt fur die Bindung von Somatostatin bislang mehrere beschriebene Rezepib-
ren. Die Substanz MK678 (Oktreotid) bindet mit einer hohen Spezifitat an sst2-
Rezeptorproteine und wurde in anderen Untersuchungen als spezifischer sst2-
Agonist eingesetzt. Daher wurde in einer Reihe von Versuchen die mogliche Betei-
ligung dieses Rezeptors an den wichtigsten beobachteten SS14 Effekten unter-
sucht.

Wie in den Versuchen mit SS14 wurden in dieser Versuchsreihe postsynaptische
Strome evoziert und bei einem Membranpotenzial von -50 mV ausgewertet. Der
Badlosung wurde in diesen Experimenten 10 uM BMI und 10 puM NBQX hinzuge-
fugt, um GABA-A- und AMPA/Kainat-Rezeptor vermittelte Strome zu blockieren
und NMDA-Rezeptor vermittelte Strome zu isolieren. In der Auswertung wurden
die Parameter Latenz (Zeit zwischen Reiz und postsynaptischer Antwort), Amplitu-

de, Zeitkonstante der abfallenden Flanke und die Flache unter der Kurve (Integral
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des gesamten Stromflusses) bestimmt. MK678 wurde in sattigender Konzentration
zwischen 10 und 1000 nM eingesetzt, wodurch sich in diesen Konzentrationen
keine Unterschiede in den gefundenen Effekten zeigten.

Abbildung 46 zeigt ein typisches Beispiel einer solchen Ableitung. MK678 verla n-
gerte die Latenz zwischen Reiz und dem Beginn der postsynaptischen Antwort
statistisch signifikant um 17,8% (=6,3 ms) von durchschnittlich 35,2 £ 17,6 ms
(n=14) auf 41,5 + 18,3 ms (n=14) (@ = 0,05).

Abb. 46 Effekt von MK678 auf evozierte NMDA -Rezeptor vermittelte postsynaptische Stréme in
einer P17 Pyramidenzelle der Schicht Ill bei einem Membranpotenzial von -50 mV. Die postsynapti-
sche Antwort wurde durch laterale Stimulation mit einer Spannung von 5V und 50 ps Stimulations-
dauer und einer Reizfrequenz von 0,3 Hz unter pharmakologischer Blockade von AMPA/Kainat-
und GABA-A-Stromen durch NBQX und BMI evoziert. Es sind jeweils mehrere Ableitungen gemit-
telt worden. Die mit 1 gekennzeichnete Spur zeigt de Ableitung unter Kontrollbedingungen, die mit
2 gekennzeichnete Spur die nach Badapplikation von 100 nM SS14 und die mit 3 gekennzeichnete
Spur eine Ableitung 11 Minuten nach Start der Auswaschphase. Deutlich sichtbar ist die reversible
Reduktion der Spitzenstromamplitude und der Flache unter der Kurve.
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Abb. 47 Reduktion NMDA -Rezeptor vermittelter postsynaptischer Stréme in neokortikalen Pym-
midenzellen nach Applikation von 10 bis 1000 nM MK678. Die Wirkung wurde bei einem Membran-
potenzial von -50 mV untersucht.

Die signifikante Reduktion der Maximalamplituden von durchschnittlich -55 + 46 pA
(n=14) um 27% (=16 pA) auf -39 * 27 pA (n=14) war ein weiterer charakteristischer
Effekt von MK678 in den getesteten Konzentrationen (@ = 0,05) (siehe Abb. 46 und
47). Mit der Reduktion der Spitzenamplitude ging in dieser Versuchsreihe eine
unwesentliche Verkirzung der Zeitkonstante der abfallenden Flanke von 73,6 +
25,1 ms (n=14) um 3% (=2,3 ms) auf 71,3 + 33,7 ms (n=14) einher. Dadurch ver-
ringerte sich als Resultat der Uber die Zeit integrierte Stromfluss von 5,7 + 5,7 pAs
(n=14) um 14% (=0,8 pAs) auf 4,9 + 4,9 pAs (n=14).

Die beiden letztgenannten Effekte waren in dem eingesetzten Zweistichproben T-
Test nicht signifikant (a = 0,05).
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3.7.5 Der Effekt von MK678 auf evozierte AMPA-Rezeptor vermittelte Stréme

Die Wirkung von 10 bis 1000 nM MK678 auf AMPA-Rezeptor vermittelte posts y-
naptische Strome wurde entsprechend den vorher geschilderten Versuchen an
Pyramidenzellen des juvenilen Rattenkortex untersucht. Der Badldsung wurde in
diesen Versuchen kontinuierlich 10 uM BMI und 30 uM DL-APV hinzugeflgt, um
GABA-A- und NMDA-Rezeptor vermittelte Strome zu blockieren und damit
MPA/KainatRezeptor vermittelte Strome zu isolieren. Die Spuren wurden bei &-

nem Membranpotenzial von -70 mV ausgewertet.

Abb. 48 Effekt von MK678 auf evozierte AMPA-Rezeptor vermittelte postsynaptische Strome in
einer P13 Pyramidenzelle der Schicht Il bei einem Membranpotenzial von -70 mV. Die postsynapti-
sche Antwort wurde durch laterale Stimulation mit einer Spannung von 5V und 50 ps Stimulations-
dauer und einer Reizfrequenz von 0,2 Hz unter pharmakologischer Blockade von NMDA- und
GABA-A-Rezeptor vermittelten Stromen durch DL-APV und BMI evoziert. Die mit 1 gekennzeichne-
te Spur zeigt die Ableitung unter Kontrollbedingungen, die mit 2 gekennzeichnete Spur die nach
Badapplikation von 100 nM MK678 und die mit 3 gekennzeichnete Spur eine Ableitung 5 Minuten
nach Start der Auswaschphase. Die Spitzenamplitude und die Flache unter der Kurve nahmen
durch MK678 deutlich zu.

MK678 verlangerte die Latenz zwischen Reiz und dem Beginn der postsynapt-
schen Antwort unwesentlich um 2% (=0,2 ms) von durchschnittlich 9,9 + 3,9 ms
(n=5) auf 10,1 £ 3,5 ms (n=5).
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Abb. 49 verstarkung isolierter AMPA-Rezeptor ermittelter postsynaptischer Stréme in neokorti-
kalen Pyramidenzellen nach Applikation von 10 bis 1000 nM MK678. Die Wirkung wurde bei einem
Membranpotenzial von -60 mV untersucht.

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Effekten vergrol3erte MK678 unab-
hangig von der eingesetzten Konzentration die Amplitude der AMPA/Kainat-
Rezeptor vermittelten postsynaptischen Stréme von durchschnittlich -66 £ 19 pA
(n=5) um 21% (=14 pA) auf -80 £ 43 pA (n=5) (Abb. 48 und 49). Die Zeitkonstante
der abfallenden Flanke verlangerte sich dadurch in dieser Versuchsreihe im Mittel
von 13,9 + 12,2 ms (n=5) um 5,7% (=0,8 ms) auf 14,7 £+ 14,3 ms (n=5). In der
Folge erhohte sich ebenfalls der tUber die Zeit integrierte Stromfluss von 1,5 + 1
pAs (n=5) um 12,6% (=0,19 pAs) auf 1,69 = 1,1 pAs (n=5) (siehe Abb. 47).

Die Irrtumswahrscheinlichkeit sank bei keinem dieser Resultate unter 0,05, d.h. die

AmplitudenvergréRerungen waren statistisch nicht signifikant.
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3.7.6 Der Effekt von MK678 auf GABA-Rezeptor vermittelte postsynaptische Stro-

me

Die Wirkung von 10 bis 1000 nM MK678 auf GABA-Rezeptor vermittelte, postsy-
naptische Strome wurde ebenfalls an Pyramidenzellen des juvenilen Neokortex
untersucht. Dazu wurden die Neurone in der Nahe des naturlichen Ruhemembra n-
potenzials in der Spannungsklemme gehalten und durch Stimulation mit einer
bipolaren Reizelektrode in der darunter liegenden weil3en Substanz oder lateral
durch sorgfaltige Wahl der Reizintensitat postsynaptische Strome evoziert. Gluta-
materge Komponenten wurden durch die Badapplikation von 30 uM DL-APV und 5
UM NBQX pharmakologisch blockiert. In der Auswertung wurden die Parameter
Latenz (Zeit zwischen Reiz und postsynaptischer Antwort), Amplitude, Zeitkonsta n-
te der abfallenden Flanke und die Flache unter der Kurve (Integral des gesamten

Stromflusses) bei -70 mV Me mbranpotenzial bestimmt.

*

Abb. 50 Effekt von MK678 auf evozierte GABA-A-Rezeptor vermittelte postsynaptische Stréme in
einer P14 Pyramidenzelle der Schicht Il bei einem Membranpotenzial von -70 mV. Die postsynapti-
sche Antwort wurde durch laterale Stimulation mit einer Spannung von 7V und 200 ps Stimulati-
onsdauer und einer Reizfrequenz von 0,05 Hz unter pharmakologischer Blockade von
AMPA/Kainat- und NMDA-Rezeptor vermittelten Strémen durch NBQX und DL -APV evoziert. Die
mit 1 gekennzeichnete Spur zeigt die Ableitung unter Kontrollbedingungen, die mit 2 gekennzeich-
nete Spur die nach Badapplikation von 1000 nM MK678 und die mit 3 gekennzeichnete Spur eine
Ableitung wahrend der Auswaschphase. Deutlich sichtbar ist die reversible Reduktion der Spitzen-
stromamplitude und der Flache unter der Kurve.
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Abb. 51 Reduktion der Spitzenamplituden isolierter GABA-A-Rezeptor vermittelter postsynapti-

scher Strome in neokortikalen Pyramidenzellen nach Applikation von 10 bis 1000 nM MK678. Die
Wirkung wurde bei einem Membranpotenzial von -70 mV untersucht.

MK678 verlangerte die Latenz zwischen Reiz und dem Beginn der postsynapti-
schen Antwort um 9,3% (=1,4 ms) von durchschnittlich 15 + 7,1 ms (n=6) auf 16,4
+ 7,7 ms (n=6). Die Maximalamplituden wurden von durchschnittlich -33 + 19,5 pA
(n=6) um 12,7% (=4,2 pA) auf -29 £ 22,3 pA (n=6) reduziert (Abb. 50 und 51). Als
Resultat verringerte sich der tber die Zeit integrierte Stromfluss minimal von 2,1 +
1 pAs (n=6) um 4,8% (=0,1 pAs) auf 2 £ 1,3 pAs (n=6).

Ungewohnlich war eine geringe Verlangerung der Zeitkonstante der abfallenden
Flanke von 38 £ 28,6 ms (n=6) um 12% auf 42 = 30,2 ms (n=6). Samtliche hier

besprochenen Effekte von MK678 auf GABAerge postsynaptische Stréme zeigten
bei den eingesetzten statistischen Verfahren keine Signifikanzen (a = 0,05).
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4. Diskussion

4.1. Morphologische Eigenschaften der Neurone

Mit Hilfe der DIC-Optik konnten die Somata und proximalen Neuriten der unter-
suchten Neuronenpopulationen routinemafig hinsichtlich inrer Gro3e und Orientie-
rung im Neokortex identifiziert werden. Fur feinere distale dendritische Bereiche
und Axone reichte dieses Verfahren in der Regel nicht aus. Nur unter Verwendung
einer Fluoreszenzmarkierung konnten auch diese Bereiche der Neurone in Gre n-

zen sichtbar gemacht werden.

Cajal-Retzius Neurone waren durch langliche spindelférmige Somata charakteri-
siert, die an einem verjungten Ende in einen recht langen, wenig verzweigten
dendritischen Fortsatz Ubergingen. Diese Neurone waren in der oberen Marginal-
zone, dicht unter der pialen Oberflache zu finden und stets tangential im Neokortex
orientiert. Ihre Axone verliefen, soweit sichtbar, innerhalb der gleichen Schicht. Die
Morphologie der beobachteten Zellen der Marginalzone stimmt damit gut mit frihe-
ren Beschreibungen dieser Zellen iberein (Bradford et al., 1977; MarinPadilla,
1990; Hestrin & Armstrong, 1996; Zhou & Hablitz, 1996c).

Die unverzweigten Pyramidenzellen der oberen kortikalen Platte waren in ihrer
Morphologie durch ein kleines tropfenformiges Soma mit einem apikalen, bisweilen
im Fluoreszenzbild auch mit einem basalen Dendriten, charakterisiert. Diese unrei-

fen Neurone waren stets radial orientiert.

Lediglich am Ubergang von der kortikalen Platte in die Marginalzone konnten Ne u-
rone mit gleicher Morphologie mit eher tangentialer Ausrichtung gesehen werden.
Axone waren bei diesen Neuronen nicht feststellbar. Vermutlich handelt es sich bei
dieser Klasse von Neuronen um migrierende Neurone, die beim Erreichen der
Marginalzone von dort vorhandenen axonalen Endigungen kontaktiert werden, um

schlief3lich zu ramifizierten Pyramidenzellen zu differenzieren.

Verzweigte Pyramidenzellen konnten in der unteren kortikalen Platte bzw. Schicht

V/VI gefunden werden, da diese Pyramidenzellen vor denen der duf3eren Schich-
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ten 1V bis Il migrieren. Diese Neurone hatten ein relativ grolRes Soma, sowie lange
und verzweigte basale und apikale Dendriten. Sie waren stets radial orientiert. Im
Fluoreszenzbild konnten verzweigte Axone gesehen werden, die sich in Richtung

auf die weilRe Substanz hin ausstreckten.

Die Neurone der Subplatte stellen eine Ansammlung sehr unterschiedlicher Neu-
ronentypen dar. Wie erwartet, konnten daher sehr unterschiedliche Neurone e-
kannt werden. Es wurden Neurone mit pyramidaler Morplologie, aber sehr unter-
schiedlicher Ausrichtung gefunden, als auch solche mit bipolarer horizontaler Ori-
entierung. Insgesamt zeigten diese Neurone die komplexesten Morphologien mit
zahlreichen Ramifizierungen. Damit stehen diese Beobachtungen sehr gut im
Einklang mit bisherigen Beschreibungen von Subplattenneuronen (Valverde &
Facal-Valverde, 1987, Valverde et al., 1989; Chun & Shatz, 1989).

4.2 Passive Membraneigenschaften der Neurone

Die Untersuchung der passiven Membraneigenschaften der vier untersuchten
Zelltypen stehen zum grofR3en Teil im Einklang mit friheren Untersuchungen an
Neuronen der kortikalen Platte (LoTurco et al., 1991; Kim et al., 1995) und der
Marginalzone bzw. der spater daraus hervorgehenden Schicht | (Zhou & Hablitz,
1996a, 1996d; Mienville & Pesold, 1999), sowie des somatosensorischen Kortex
neugeborener Ratten (Kim et al., 1995; Luhmann et al., 1999). Die Ruhemembran-
potenziale und Eingangswiderstédnde wurden in der Mehrzahl dieser Untersuchun-
gen ebenfalls mit Ganzzellableitungen bestimmt, wodurch die Vergleichbarkeit der

Resultate gewahrleistet ist.

Neurone der kortikalen Platte embryonaler und neugeborener Tiere hatten in den
genannten Untersuchungen Ruhemembranpotenziale zwischen -35 und -65 mV
bzw. Eingangswiderstande zwischen 0,5 und 3 GW. Die hier ermittelten Werte von
-44,1 mV und 1,8 GW (unverzweigte Pyramidenzellen) und -46,6 mV und 0,8 GV

(verzweigte Pyramidenzellen) liegen gut im Rahmen der beschriebenen Werte.
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Cajal-Retzius Neurone der Marginalzone von neugeborenen Tieren zeigten in
dieser Arbeit Ruhemembranpotenziale zwischen -40 und -55 mV und Eingangswi-
derstéande zwischen 1 und 5 GW.

Die Ursache der stark depolarisierten Ruhemembranpotenziale ist bislang unklar.
Untersuchungen an Cajal-Retzius Neuronen Uber einen Kaliumstrom, der bei star-
ker Hyperpolarisation aktiviert wird (l,), haben gezeigt, dass dieser nicht flr das
sehr positive Membranpotenzial dieses Zelltyps verantwortlich ist (Kilb & Luhmann,
2000). Die Uberlegung, dass die depolarisierten Membranpotenziale durch eine
tonische Depolarisation durch erregende Neurotransmitter zu erklaren sein koénn-
ten, konnte durch Inhibitoren der entsprechenden Rezeptoren und durch die Blo-
ckade der neuronalen Aktivitat mit TTX widerlegt werden (Mienville & Pesold,
1999).

Die Eingangswidersténde korrelieren dariiber hinaus sehr gut mit den gemessenen
ZellgréBen. Unverzweigte Pyramidenzellen mit den héchsten Eingangswidersta n-
den (~1,8 GA) waren mit ~1600 pm? am kleinsten, Subplattenneurone und ver-
zweigte Pyramidenzellen mit Eingangswiderstanden zwischen 0,8 bis 1 GV am
gréRten (4300-6200 pm?). Der relative Membranwiderstand unverzweigter Pyrami-

denzellen ist damit um ein vielfaches hoéher als der von ,reiferen” Pyramidenzellen.

Die verzweigten Pyramidenzellen wiesen auch die kirzesten Membranzeitkonsta n-
ten von allen untersuchten Zelltypen auf. Das bedeutet, dass die Neurone mit
zunehmender Ramifizierung nicht nur an Membranoberflache zunehmen, sondern
dass auch die Ruheleitfahigkeit Uberproportional zunimmt. Dieser Effekt konnte
einerseits auf einen postnatal stark zunehmenden Einbau von Kanalproteinen,
andererseits auf eine veranderte Kinetik der am Ruhestrom beteiligten lonenkanale

zuriickzufuhren sein.

Der hohe Eingangswiderstand und die lange Membranzeitkonstante von 52,5 ms
der unverzweigten Pyramidenzellen bedingen eine besonders leichte Erregbarkeit

durch ankommende synaptische Afferenzen.
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4.3 Aktive Membraneigenschaften der Neurone

Wahrend die passiven Membraneigenschaften vor allem fur die Geschwindigkeit
und Reichweite eingehender synaptischer Aktivitaten, also die raumliche und zeitli-
che Summation von Bedeutung sind, definieren die aktiven Membraneigenschaften
die Antworteigenschaften der Neurone.

Durch die Injektion Gberschwelliger depolarisierender Stréme konnten in allen vier
Zelltypen TTX-sensitive Aktionspotenziale evoziert werden. Die Kinetik individueller
Aktionspotenziale und das Feuerungsverhalten als Antwort auf langanhaltende
Depolarisationen unterschied sich jedoch signifikant zwischen den vier Neuronen-

populationen.

In Ubereinstimmung mit anderen Studien (Zhou & Hablitz, 1996a) zeigten Cajal-
Retzius Neurone in dieser Untersuchung zum grof3ten Teil tonisches Antwortver-
halten nach langanhaltender Depolarisation. Diese Antwortmuster ahneln denen
von Interneuronen des adulten Neokortex, wenn auch die Frequenz der Aktionspo-
tenziale deutlich niedriger war. Einige Neurone der Marginalzone zeigten jedoch
stark adaptierende Antwortmuster, die stark vom typischen Verhalten der CR Neu-
rone abwich. Mdoglicherweise handelt es sich bei diesen Neuronen nicht um CR
Neurone, sondern um eine andere, morphologisch nicht unterscheidbare Populati-
on von Neuronen. Diese Befunde stimmen mit den Resultaten anderer Untersu-
chungen Uberein (Hestrin et al., 1996). CajalRetzius Neurone hatten mit 79,4 mV

die héchsten Aktionspotenzialamplituden aller untersuchten Zelltypen.

Die unverzweigten Pyramidenzellender kortikalen Platte waren auch bei starker
Depolarisation nur zur Generierung einzelner Aktionspotenziale anzuregen. Diese

Beobachtung stimmt mit anderen elektrophysiologischen Untersuchungen an Neu-
ronen der kortikalen Platte neonataler Tiere tUiberein (Kim et al., 1995).

Neben dieser sehr starken Adaptation ist bei diesen unreifen Pyramidenzellen die
Schwelle zur Ausldsung eines Aktionspotenziales mit -29,3 mV am hdchsten, und
die einzelnen Aktionspotenziale wiesen mit 31,1 ms Dauer die langsamste Kinetik

von allen untersuchten Neuronen auf. Damit wird deutlich, dass eine funktionelle
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Rolle dieser sehr "unreifen" Neurone in einem frithen kortikalen Netzwerk auszu-
schlief3en ist. Vielmehr sind diese Neurone vermutlich noch in einem Zustand mor-
phogenetischer Differenzierung und synaptischer Konsolidierung, was durch die

oben beschriebenen passiven Eigenschaften untermauert wird.

Etwas anders sah die Situation bei den verzweigten Pyramidenzellen der unteren
kortikalen Platte aus. Diese Neurone besitzen bereits ein grof3es dendritisches
Einzugsgebiet und ein Axon. Diese Morphologie korreliert bereits recht gut mit den
"reiferen” aktiven Membraneigenschaften.

Knapp 40% dieser Neurone konnten bei entsprechend starker Depolarisation be-
reits mit hochfrequenter langsam-adaptierenden Aktionspotenzialserien antworten.
Das 'reifere” Feuerungsverhalten gegeniiber unverzweigten Pyramidenzellen
spiegelt sich auch in wesentlich kirzeren Aktionspotenzialen (18,2 ms) wieder,
was vor allem durch eine starke Zunahme der Repolarisationsgeschwindigkeit (6,8

ms) verursacht wird.

Diese Befunde bedeuten, dass diese Zellen bereits ein grol3es Mal3 an afferenter
Aktivitat in einem Netzwerk \erarbeiten und weiterleiten kdnnen. So ermdglichen
die passiven Membraneigenschaften bereits eine Verrechnung eingehender Aktivi-
tat durch raumlich-zeitliche Summationsprozesse und die Feuerungseigenschaften

die Generierung von spezifischen Antwortmustern.

Bei diesen Neuronen des unreifen Neokortex kénnte damit der Ubergang vom sich
entwickelnden postmitotischen Neuron zum funktionellen, Informationen verarbei-
tenden Netzwerkbestandteil stattfinden. Dieser Prozess findet jedoch vermutlich
nicht sprunghaft statt, sondern stellt vielmehr ein Kontinuum verschiedener Ent-
wicklungszustande in Abhangigkeit des Alters und der Komplexitat der Pyramiden-

zellen dar.

Die Subplattenneurone stellten sich in dieser Studie sowohl morphologisch, als
auch im Antwortverhalten auf langanhaltende Depolarisationen als &uf3erst hetero-
gene Zellpopulation dar. Weil dieser Zelltyp in bisherigen Studien elektrophysiolo-

gisch unzureichend untersucht wurde, sind diese Resultate fur die Erstellung wei-
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terfUhrender kortikaler Entwicklungsmodelle von grof3er Bedeutung. Sowohl stark
adaptierende, aber auch langanhaltende, tonische Entladungsmuster wurden ge-
funden. Dabei tberwogen die Neurone mit hochfrequenten, langanhaltenden Akti-
onspotenzialserien. Da diese Zellpopulation neben den Cajal-Retzius Neuronen
die ontogenetisch altesten Neurone des Kortex sind, kann dieser "physiologische
Phanotyp" auf einen hoheren ,Reifegrad” schlie3en lassen, wéahrend stark adaptie-
rende Zellen der Subplatte moglicherweise unreife, migrierende Zellen darstellen,

die auf dem Weg in die kortikale Platte sind.

Die Subplattenneurone zeichneten sich durch ein sehr niedriges Schwellenpoten-
zial (-35 mV) und eine sehr schnelle Aktionspotenzialkinetik (8,6 ms) aus. Daher
sind sie durch afferente synaptische Stimulation leicht erregbar und kénnen diese
Aktivitat schnell weiterleiten. Wie die verzweigten Pyramidenzellen sind sie bereits
im neonatalen Hirn in der Lage, inhibitorische und exitatorische Eingdnge durch
raumlich-zeitliche Summation zu verrechnen. Das bedeutet, dass sie bereits in der

frihesten Entwicklung eine funktionelle Rolle Gibernehmen kdnnen.

Die beschriebenen aktiven Membraneigenschaften dieser ontogenetisch alten
Neuronenpopulation stimmen gut mit anderen Resultaten zu diesem Zelltyp Uber-
ein (McCormick & Prince, 1987).

Im Folgenden soll auf einige der grundlegenden Leitfahigkeiten eingegangen wer-
den, die den bisher beschriebenen passiven und aktiven Eigenschaften zu Grunde

liegen.

4.3.1 Kaliumleitfahigkeiten

Das elektrophysiologische Verhalten der hier untersuchten Neuronen zeigt, dass
sie in der Lage sind, die flr Aktionspotenziale verantwortlichen Natrium- und Kali-
umstréme zu generieren. So konnten Aktionspotenziale durch den Natriumkanal-
blocker Tetrodotoxin verhindert werden und die Repolarisationsphase durch intra-

zellulare Perfusion mit Casiumionen verlangert werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden Kaliumstréme allerdings nicht im einzelnen
untersucht, weil diese zum einen schon in vielen Studien des unreifen Kortex ge-
schehen ist (z.B. Hamill et al., 1991; Zhou & Hablitz, 1996b; Kang et al., 1996) und
zum anderen die Vielzahl der unterschiedlichen beteiligten Kaliumstrome bei ver-
schiedenen Zelltypen den Rahmen der Arbeit gesprengt hatten.

Ganzzellableitungen unter Verwendung Casiumchlorid-gefillter Pipetten zeigten im
Vergleich zu Kalium-haltigen Pipettenlésungen jedoch deutlich hohere Eingangs-
widerstande und eine starke Verlangerung der abfallenden Flanke von Aktionspo-
tenzialen. Bei starker Depolarisation kam es nach der Blockade der Casium-
sensitiven Kaliumkanale vermutlich durch die Aktivierung von langsam inaktivie-
renden Kalziumstrémen zur Ausbildung langer depolarisierender Plateaus. Da
intrazellular applizierte Casiumionen geeignet sind, k- und kca- und teilweise h-
Kaliumkanale zu blockieren, sind also zumindest einige dieser Leitfahigkeiten in
den Neuronen dieser Altersklasse funktionell aktiv. So sind zum Beispiel die depo-
larisierten Membranpotenziale bei Verwendung von Casiumchloridlésung maogi-

cherweise auf die Blockade von l-Kanalen zuriickzuf Gihren.

Die Mehrzahl der Cajal-Retzius Neurone und der Subplattenneurone zeigten bei
depolarisierenden Uberschwelligen Strominjektionen eine Verzogerung der Akti-
onspotenzialgenerierung, die moglicherweise durch die Aktivierung eines transien-
ten Kaliumauswartsstroms (ly) verursacht wird. Dieser Befund stimmt mit Resulta-
ten anderer Untersuchungen Uberein. So wurde in einer Untersuchung an perinata-
len Neuronen des Rattenkortex gezeigt, dass pyramidale und nicht-pyramidale
Neurone in diesem Alter transiente und nicht-inaktivierende Kaliumleitfahigkeiten
besitzen. Wahrend bei Pyramidenzellen durch Depolarisation jedoch vorwiegend
ein transienter Auswartsstrom (ly) aktiviert wurde, wurde in nicht-Pyramidenzellen
vorwiegend ein nicht-inaktivierender Auswartsstrom (lg.,) induziert. Beide Stréme
konnten aber in beiden Zelltypen gefunden werden (Hamill et al., 1991). Auch in
juvenilen Schicht | Neuronen (Zhou & Hablitz, 1996b) und Cajal-Retzius Neuronen

(Mienville et al., 1999) konnte dieser Strom beschrieben we rden.
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In einer anderen Untersuchung Utber einen Kaliumstrom, der durch starke Hyperpo-
larisation aktiviert wird (k), konnte bei Cajal-Retzius Neuronen gezeigt werden,
dass dieser zwar bereits vorhanden ist, aber nicht fir das recht positive Ruhe-

membranpotenzial verantwortlich ist (Kilb & Luhmann, 2000).

Autoradiographischen Studien mit radioaktiv markiertem Apamin konnte zeigten
dariiber hinaus, dass bereits in der embryonalen und perinatalen Entwicklungs-
phase Apamin-sensitive Kaliumkanale(lxca) in allen Schichten des Neokortex
exprimiert werden (Mourre et al., 1987; Hardingham et al., 1997). Diese werden als
eines der ersten lonenkanalproteine bereits in der Ventrikularzone vor der Migrati-

on exprimiert (Mourre et al., 1987).

Eine andere Untersuchung an unreifen Pyramidenzellen der kortikalen Platte
(Kang et al., 1996) zeigte, dass bei neugeborenen Ratten (PO bis P5) zwei Typen
von Kalzium-aktivierten Kaliumkanalen (lkca) mit hohen Leitfahigkeiten (Bk-
Kanéle), aber unterschiedlichen Kinetiken zu finden und funktionell aktiv sind.
Diese Kanale werden meist sekundar Uber die Erh6hung des intrazellularen Kalz-
umspiegels aktiviert und modulieren durch die resultierende langsame Hyperpola-
risation den Zeitverlauf von Aktionspotenzialen, sowie die Impulsauslosung bei

niedriger Frequenz.

4.3.2 Transiente Natriumstrome
Autoradiographische Untersuchungen zeigen, dass bei Ratten bereits pra- und
perinatal TTX-sensitve Natriumkanéle exprimiert werden, die jedoch in der postma-

talen Entwicklung innerhalb einiger Tage sehr schnell heraufreguliert werden und

damit an Dichte zunehmen (Mourre et al., 1987).

Wie aus elektrophysiologischen Studien ebenfalls bekannt ist, ist in vielen Neuro-
nen des embryonalen und perinatalen Kortex ein transienter Natriumstrom zu
evozieren (Ahmed, 1988; Huguenard et al., 1988; Mienville et al., 1994).
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Keine derartige Untersuchung des postnatalen Neokortex wurde jedoch an identifi-
zierten Neuronen im Hirnschnitt durchgefiihrt, sondern entweder an akut dissoziier-
ten postnatalen Neuronen, oder an kultivierten embryonalen Neuronen. Diese
artifiziellen Eingriffe kdnnen aber nur unter der Annahme einer homogenen lone n-
kanalverteilung auf vollstandig erhaltene Neuronen im Gewebeverband Ubertragen
werden. Daher kann diese Untersuchung von Natriumstrémen identifizierter Ne u-

rone im Hirnschnitt den bisherigen Wissensstand vertiefen.

In allen vier Neuronenpopulationen der vorliegenden Studie konnten Tetrodotoxin
(TTX)-sensitive Natriumstrome durch Depolarisationen aktiviert werden. Nach
Applikation von 1 uM TTX zu der Badlésung konnte in der Stromklemme bei star-
ker und langer Depolarisation kein Aktionspotenzial mehr ausgeldst werden. In der
Spannungsklemme wurden isolierte Natriumstrome durch diese Konzentration an

TTX vollstandig verhindert.

Dieser Befund stimmt mit bisher veroffentlichten Untersuchungen tberein und legt
die Annahme nahe, dass im Neokortex schon in der friihen Entwicklung Aktionspo-
tenziale durch Natrium- und nicht durch andere Kationen initilert werden. Die Dich-
te dieser Kanale scheint allerdings in der pranatalen Ontogenese zunachst niedrig
zu sein, um dann postnatal anzusteigen. So wurde in autoradiographischen Unter-
suchungen mit radioaktiv markiertem TTX eine schwache und diffuse Farbung in
allen kortikalen Schichten zwischen PO und P5 gefunden, die ab dem Tag P7 rapi-

de an Intensitat zunahm (Hardingham et al., 1997).

Elektrophysiologische Untersuchungen an akut dissoziierten Pyramidenzellen und
nicht-Pyramidenzellen des perinatalen Kortex zeigten, dass bereits in der frihesten
Entwicklung (E16-P5) Natriumstréme in diesen Zellen zu aktivieren sind (Hugue-
nard et al., 1988). Im Vergleich zu adulten Neuronen waren allerdings die Strom-
dichten mit 10 bis 13 pS/um? sehr niedrig. Die Amplitude des Natriumstroms nahm
in der weiteren postnatalen Entwicklung bei Pyramidenzellen um das 10fache zu,
bei nicht-Pyramidenzellen immerhin um das 5fache. Diese Zunahme ist nach An-
sicht der Autoren eher auf eine Zunahme der lonenkanaldichte zurtickzufuhren, als

auf eine veranderte Einzelkanalkinetik.
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Zeitgleich mit dem Natriumstrom erhdhen sich auch die Amplitude und die M-
stiegsgeschwindigkeit der Aktionspotenziale (McCormick, Prince, 1987). Ruck-
schlieRend lassen sich also auch die gemessenen niedrigen Aktionspotenzialamp-
lituden und die langsame Anstiegsgeschwindigkeit der Aktionspotenziale dieser
Untersuchung mit einer geringen Dichte der Natriumkanéle im neugeborenen Rat-

tenkortex erklaren.

4.3.3 ,HVA-Kalziumstrome
Rezeptorautoradiographische Untersuchungen zeigen, dass bereits im perinatalen

Neokortex Verapamil-sensitive Kalziumkanéle in geringer Dichte exprimiert wer-
den, die langsame Kalziumstréme vermitteln kénnen (Mourre et al., 1987).

In situ Hybridisierungen zeigten dartber hinaus in neokortikalen Proliferationss-
chichten und in der kortikalen Platte das Vorliegen von mRNAs, die spannungsge-

steuerte Kalziumkanalproteine kodieren (Tanaka et al., 1995).

Es ist bekannt, dass bereits embryonale postmitotische kortikale Neuronen neben
spannungsabh&ngigen Kalziumkanalen auch Na*/Ca?"-Austauscher und intrazellu-
lare Kalziumspeicher besitzen, die fur die Aufrechterhaltung der Kalziumhomo-
osthase wichtig sind (Maric, 2000)

Dienen die Natrium- und Kaliumstrome vor allem der Impulsbildung und der Regu-
lation der repetitiven Entladungsmuster, initieren Kalziumionen die synaptische
Transmission, regulieren als sekundarer Botenstoff zahlreiche Haushalts- und
Entwicklungsprozesse und kdnnen die Erregbarkeitsschwelle von Neuronen modu-

lieren.

Es ist bekannt, dass intrazellulare Kalziumionen in der Entwicklung eine wichtige
Rolle bei der neuronalen Migration (Komuro & Rakic, 1992; Lawson & Maxfield,
1995), Zelldifferenzierung (Gu & Spitzer, 1995), axonalem (Kocsis et al., 1994;
Cang et al., 1995) und dendritischem Wachstum (Schilling et al., 1991), Synapto-
genese (Owens et al., 1996) und bei der Apoptose spielen (Franklin & Johnson,
1992, 1994).
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Es stellt sich die Frage, ob Kalziumkanalproteine als Folge dieser Prozesse expri-
miert werden, oder ob sie die Grundlage davon darstellen und die durch sie vermit-
telten Strome die Entwicklung steuern. Eine nahere Untersuchung der Kalzium-

strome konnte Aufschluss Uber diese denkbaren Zusammenhéange geben.

Kalziumstréme konnten nach Blockade der Natrium- und Kaliumstrome in allen
untersuchten Zelltypen durch Depolarisation evoziert werden. Im Gegensatz zu
anderen Untersuchungen trat aber nur ein langsam inaktivierender Strom auf, der
durch die Applikation von Kadmium zu blockieren war. Ein transienter (T-Strom)
Kalziumstrom, wie er von einigen Autoren teilweise an anderen Modellen und zu
anderen Entwicklungsstufen beschrieben wurde (z.B. Friedmann & Gutnick,1987;
Sayer et al., 1990; Hamill et al., 1991; Thompson & Wong, 1991), trat nur sehr

selten auf und wurde daher nicht systematisch untersucht.

Ebenso wurde in dieser Untersuchung keine Unterscheidung zwischen den funf
zur Zeit bekannten HVA-Kalziumstromen (L-,N-,P-,Q- und RTyp) vorgenommen,
da eine pharmakologische Isolation dieser fragilen Strome im Hirnschnitt schwer
durchzufuhren und die Ableitbedingungen suboptimal waren. Daher wurde die
Untersuchung auf elementare biophysikalische Parameter mit verlasslicher Aussa-

gekraft unter den gegebenen Bedingungen eingeengt.

Die Kalziumstréme setzten sich aus einer transienten Komponente und einer lang-
sam inaktivierenden Komponente zusammen, wie sie auch z.B. in hippokampalen

Neuronen der CAl Region gefunden werden konnten (Faas et al., 1996).

Die Spannungsabhangigkeit der Kalziumstrome stimmt mit Untersuchungen peri-
nataler (Hamill et al., 1991), postnataler (Lorenzon & Foehring, 1995) und juveniler
(Brown et al., 1993) neokortikaler Neurone tberein. Berichten Lorenzon und Foeh-
ring von d&hnlichen Maximalamplituden (196 pA) bei PO-P6 Tieren, sind bei juveni-
len Tieren (P10-P28) Amplituden (485 pA) und Stromdichten (28 pA/cm?) der HVA-
Kalziumstréme doppelt so grol3 (Brown et al., 1993) wie in der vorliegenden Arbeit.
Dieser Befund lasst auf eine Heraufregulation der Kalziumkanéle in der postnata-
len Entwicklung kortikaler Neurone schlie3en, wie sie auch in anderen Studien des
Kortex (Hamill et al., 1991) und des Kleinhirns (Gruol et al., 1992) gefunden wurde.
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Die Inaktivierungs- und Deaktivierungskinetiken dieser Studie stimmen recht gut
mit den Ergebnissen bei Ableitungen von neokortikalen Neuronen von P6-P10

Tieren Uberein (Lorenzon & Foehring, 1995).

Es stellt sich die Frage, ob die biophysikalischen Parameter der Kalziumstrome fir
bestimmte Zelltypen oder Entwicklungsstadien funktionelle Konsequenzen haben.
Geht man davon aus, dass die unverzweigten Pyramidenzellen dieser Studie mi-
grierende Neurone darstellen, sollten sie wahrend der Migration einem hohen

Kalziumeinstrom unterliegen.

Aus Studien an migrierenden Neuronen des Kleinhirns ging hervor, dass die intra-
zellulare Kalziumkonzentration (Komuro & Rakic, 1996) und der Einstrom dieser
lonen durch NTyp Kalziumkanale (Komuro & Rakic, 1992) elementar fur die Ge-

schwindigkeit der Migration sind.

In der vorliegenden Arbeit zeigten unverzweigte Pyramidenzellen die hdchsten
Stromdichten der transienten und der langsam inaktivierenden Komponente und
zugleich ein sehr niedriges Ruhemembranpotenzial. Dadurch kann ein bestandiger
hoher Kalziumeinstrom in diese Neurone gewahrleistet werden. Dieser Befund

konnte als Untermauerung der oben genannten Studien dienen. Im Gegensatz zu
diesen Neuronen zeigten nicht (mehr) migrierende Cajal-Retzius Neurone und

Subplattenneurone die niedrigsten Kalziumstromdichten.

Neben dem eben diskutierten Vorgang der Migration stellt ein erhdhter intrazellula-
re Kalziumspiegel auch einen mdglichen Ausloser oder wenigstens eine Bedin-
gung fur den programmierten Zelltod (Apoptose) dar. Nach Franklin und Johnson's
,Ca?" set-point Hypothese ist ein bestimmter intrazelluldrer Kalziumspiegel
([Ca?'])) und die Mitwirkung neurotropher Faktoren fiir das Uberleben und das
Neuritenwachstum neuronaler Zellen von entscheidender Bedeutung (Franklin &
Johnson, 1994). Sie unterscheiden in diesem Modell vier Zustande, den [Ca?")

einnehmen kann.
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,Ca?* set-point Hypothese* nach Franklin und Johnson:

1. [Ca?"); ist extrem niedrig, was zur Degeneration der Neuronen selbst in Anwe-
senheit neurotropher Faktoren fihrt.

2. [Ca?";ist im ,Ruhezustand (~100 nM) und erméglicht das Uberleben von Neu-
ronen nur unter Mitwirkung neurotropher Faktoren.

3. [Ca?"];ist leicht erhoht (einige 100 nM), so dass Neurone auch in Abwesenheit
von neurotrophen Faktoren tberleben kénnen.

4. [Ca?*);ist Uber langere Zeit extrem hoch (> 1 uM) und fiihrt unweigerlich zur

Apoptose.

In der Entwicklung des Neokortex der Ratte sind die Cajal-Retzius und Subplatten-
neurone nach den ersten beiden postnatalen Wochen nur noch selten nachzuwe -

sen (Price et al., 1997; Ferrer et al., 1990; Al Ghoul & Miller, 1989).

Mdglicherweise ist der programmierte Zelltod die Ursache fur das scheinbare Ver-
schwinden dieser Zellen. Da in diesen transienten Zellpopulationen die geringsten
Stromdichten der HVA-Kalziumstrome gemessen wurden, scheidet ein zu hoher
Einstrom Uber diese Kandle als alleinige Ursache fir einen Tod durch Apoptose

zunachst aus.

Allerdings ist neben der Stromdichte der HVA-Kalziumstrome das Ruhe membran-
potenzial, die Starke und Dauer depolarisierender synaptischer Eingange und die
Ausstattung mit Kalziumregulatoren, wie Kalzium-bindenden Proteinen und Kalzi-

umtransportern fir die Homoostase von [Ca?*]; wichtig.

Das niedrige Ruhemembranpotenzial der Cajal-Retzius Neurone konnte in Verbin-
dung mit einer postnatalen Heraufregulation der NMDA-Rezeptordichte durch
tonische Aktivierung unspezifisch und/oder synaptisch freigesetzten Glutamats zu
einer andauerenden hohen intrazellularen Kalziumkonzentration fuihren, die nach

der " Ca?" set-point-Hypothese" die Apoptose zur Folge haben kénnte (Mienville,

1999).
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Die Eingangs gestellte Frage, ob die Regulation der Expression von Kalziumkanal-
proteinen Folge oder Ursache der verschiedenen Entwicklungsschritte der kortika-
len Entwicklung ist, kann mit diesen Resultaten selbstverstandlich nicht umfassend
beantwortet werden. Jedoch zeigen die unterschiedlichen Stromdichten der unter-
suchten Neurone, dass in verschiedenen Entwicklungsstadien und verschiedenen
Neuronentypen die Menge des in die Zelle eintretenden Kalziums sehr unter-
schiedlich ausfallen kann. Im Zusammenhang mit anderen Faktoren kann dieser
Parameter, wie fir die Migration und Apoptose beschrieben, fir die weitere Ent-

wicklung durchaus von elementarer Bedeutung sein.

Es ist jedoch zu vermuten, dass nicht allein die H6he, sondern vielmehr die rdum-
lich-zeitliche Verteilung der Kalziumionen eine nicht zu unterschatzende Rolle fur
Steuerung der Entwicklungsvorgange spielt. Dieses wird sehr deutlich am Beispiel
der Regulation des Transkriptionsfaktors CREB, der durch Kalziumionen aktiviert
wird, die Uber L-Typ Kalziumkanéle in die Zellen gelangen (Ghosh & Greenberg,
1995, Rajadhyaksha et al., 1999).

Dabei dient in einer Kaskade von Ereignissen mdglicherweise ein depolarisiertes
Membranpotenzial der Lésung der Mg?*-Blockade von NMDA-Rezeptoren, so dass
durch diese Kanéle Kalzium in die Zelle gelangt. Die dadurch vermittelte Depolari-
sation kann dann spannungsgesteuerte Kalziumkanale aktivieren, so dass schlief3-
lich Gber dass so in die Zelle gelangende Kalzium eine Regulation der Genexpres-

sion moglich wird.

Alle genannten Kalziumeintrittswege (mit Ausnahme des Fehlens synaptischer
Eingdnge der CR Neurone) konnten in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Die
Steuerung der differentiellen Genexpression durch Kalziumionen ist also bereits in

der frihen postnatalen Entwicklung denkbar.
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4.4 Beteiligung der Leitfahigkeiten am Feuerungsverhalten

Die zwischen den Zelltypen beschriebenen Unterschiede hinsichtlich des Feue-
rungsverhaltens konnen auf der Basis unterschiedlicher Verhéltnisse der Natrium-,
Kalium- und Kalziumleitfahigkeiten erklart werden. Wahrend die Kinetik der Natri-
umkandale fur die ansteigende Flanke des Aktionspotenzials verantwortlich ist,
bedingen hyperpolaiisierende Kaliumleitfahigkeiten die Repolarisation des Memb-

ranpotenzials.

Die ontogenetisch alteren Subplattenneurone zeigten héhere Natriumstromdichten
als unreife und verzweigte Pyramidenzellen. Damit einhergehend waren auch die
"reifsten”, d.h. hochfre quentesten Entladungsmuster bei den ontogenetisch alteren
Cajal-Retzius Neuronen und Subplattenneuronen abzuleiten. Dagegen waren in
den unreifen und verzweigten Pyramidenzellen niedrigere Natriumstromdichten,

jedoch gleichzeitig die hdochsten Kalziumstromdichten zu messen.

Ein durch Depolarisation verursachter hoher intrazellularer Kalziumspiegel kdnnte
die Aktivierung von Kalzium abh&ngigen Kaliumstromen férdern, die elementar an

der Regulation des Feuerungsverhaltens beteiligt sind.

Diese Strome sollten daher in weiterfihrenden Untersuchungen an den Zelltypen
untersucht werden, um die genauen Ursachen fur die sehr heterogenen Feue-

rungseigenschaften herauszufinden.
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4.5 Die frihe kortikale Konnektivitat
4.5.1 Thalamo-kortikales und kortiko-kortikales Netzwerk

Fir die Funktionalitat des reifenden Neokortex ist neben den bisher beschriebenen
intrinsischen Parametern die interzellulare Kommunikation durch Neurotransmitter

von entscheidender Bedeutung.

Zur Untersuchung dieser Prozesse wurden thalamo-kortikale und kortiko-kortikale
Afferenzen in der tiefen Subplatte durch elektrische Stimulation aktiviert und die
postsynaptische Aktivitat in der Subplatte, der kortikalen Platte und der Marginal-
zone mit Hilfe von Ganzzellableitungen charakterisiert.

Es stellte sich heraus, dass Cajal-Retzius Neurone und die unreifen Pyramidenzel-
len der kortikalen Platte unter diesen Bedingungen keine synaptischen Eingédnge
erhalten. Dagegen zeigten verzweigte Pyramidenzellen der kortikalen Platte und
Subplattenneurone nach afferenter Stimulation regelmaflig langanhaltende postsy-

naptische Aktivitat.

Die Amplituden und die Dauer, sowie die Form dieser Aktivitat war abhangig von
der extrazellularen Kalziumkonzentration, der Stimulationsintensitdt und der Reiz-

frequenz.

Diese Parameter deuten darauf hin, dass ein weit verzweigtes polysynaptisches
Netzwerk thalamo-kortikaler und kortiko-kortikaler Afferenzen, sowie intrakortikale
Verbindungen zwischen Subplattenneuronen und Pyramidenzellen der unteren

kortikalen Platte die beobachtete synaptische Aktivitat vermittelt.

Die in dieser Arbeit beobachtete langanhaltende, polysynaptische Aktivitat in Sub-
plattenneuronen und verzweigten Pyramidenzellen steht im Einklang mit friheren
Veroffentlichungen (Carmignoto & Vicini, 1992; Burgard & Hablitz, 1993; Kim et al.,
1995), die ahnliche DL-APV-sensitive synaptische Antworten im Neokortex neuge-

borener Ratten beschreiben.

Damit wird gezeigt, dass die ontogenetisch friih gebildeten Neuronen der tieferen

kortikalen bereits recht frih afferente synaptische Signale verarbeiten kdnnen.
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Die Fahigkeit von Subplattenneuronen und "reifen” Pyramidenzellen, synaptische
Netzwerkaktivitat zu vermitteln, wahrend jingere unverzweigte Pyramidenzellen in
héheren Schichten keinen Eingang erhalten, macht deutlich, dass hier eine Uber-
lappung funktioneller und morphogenetischer Aktivitat stattfindet. Diese ist in vivo
auf stimulierende exogene Einflisse angewiesen, fuldt also nicht mehr auf rein

intrinsischen Prozessen.

In der untersuchten Altersklasse konnen also Uberschwellige adaquate Reize aus
der Umwelt einen Einfluss auf die Struktur und damit auf die Funktionalitat des

reifenden Neokortex ausuben.

Diese Beobachtung stimmt gut mit Arbeiten zur Rolle der Subplatte und der Ent-
wicklung thalamo-kortikale und kortiko-kortikaler Afferenzen Uberein. An verschie-
denen Saugetieren wurden thalamo-kortikale Verbindungen als erste subkortikale
Afferenzen beschrieben (Ghosh & Shatz, 1990, 1992a, 1992b, 1993; Erzurumlu &
Jhaveri, 1992; Miller et al., 1993; Kageyama & Robertson, 1993; Catalano et al.,
1991; Allendoerfer et al., 1994). Die Axone thalamischer Projektionszellen wandern
durch die Capsula interna, breiten sich tangential aus und nehmen in der Subplatte
vor allem Kontakt mit dendritischen Dornfortsatzen der Subplattenneurone auf.
Dort bilden sie funktionelle exitatorische Synapsen aus (Friauf et al., 1990; Friauf &
Shatz, 1991; Ghosh & Shatz, 1992b; Herrmann et al., 1994).

Ebenso stellen kortiko-kortikale Verbindungen erste Verbindungen afferenter und
efferenter Natur zwischen den beiden Kortexhemispharen her (Norris & Kalil,
1992). Es wird davon ausgegangen, dass die einwachsenden Axone in der Sub-
platte eine ,Warteperiode” einlegen, bevor sie mit Axonkollateralen in die kortikale
Platte einwachsen (Ghosh et al., 1990; Ghosh & Shatz, 1992b; Catalano et al.,
1991).

Eine Zerstorung der Subplattenneurone des visuellen Kortex der Katze zu diesem
Zeitpunkt lasst z.B. die thalamischen Axone ihr eigentliches Zielgebiet, die Neuro-
ne der spateren Schicht 1V, nicht finden (Ghosh & Shatz, 1993). Eine Zerstorung
zu spateren Zeitpunkten verhindert die Ausbildung der okularen Dominanzsaulen
(Ghosh & Shatz, 1992a).
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Die afferente Stimulierung des sich entwickelnden Neokortex ist daher von ex-
stenzieller Bedeutung fur die Organisation des Kortex. Blockiert man diese Ein-
gange, kommt es zu Entwicklungsstorungen der afferenten Projektionen (Stryker &
Harris, 1986; Reiter et al., 1986).

Neben den Subplattenneuronen werden gegen Ende der Warteperiode die Dendri-
ten der Pyramidenzellen in den Schichten IV - VI von thalamo-kortikalen und korti-
ko-kortikalen Axonen innerviert (Norris & Kalil, 1992; Kageyama & Robertson,
1993), wo sie ebenfalls funktionelle Synapsen ausbilden (Agmon et al., 1996).
Zeitgleich existieren aber auch weitreichende, horizontale Verbindungen innerhalb
der Subplatte und der kortikalen Platte (Assal & Innocenti, 1993; Galuske & Singer,
1996). Damit ware neben pragenden afferenten Einflissen auch eine frihe intra-

kortikale Informationsverarbeitung maglich.

Inwieweit diese moglich und sinnvoll ist, hangt jedoch stark von der efferenten
Konnektivitdt sowie der Kinetik der synaptisch evozierbaren Signale ab. Nur ein
schnelles und differenzierte postsynaptisches Reaktionsvermodgen und die Fahig-
keit, schnelle und repetitive Aktionspotenziale zu generieren wirde eine echte

Informationsverarbeitung erméglichen.

Neben thalamo-kortikalen Projektionen und glutamatergen Subplattenneuronen
stellen die verzweigten Pyramidenzellen der unteren kortikalen Platte eine Quelle
fur glutamaterge Netzwerkaktivitat dar. Es ist bekannt, dass diese Pyramidenzellen
bereits weitreichende axonale Projektionen in horizontaler Orientierung aussenden
(Luhmann et al., 1986; 1990) und dadurch ein weitmaschiges Netzwerk bilden.
Dadurch tragen diese Neurone vermutlich einen grofRen Teil der durch AMPA- und
NMDA-Rezeptoren vermittelten Aktivitat (Kim et al., 1995). Die starke Adaptation
der Pyramidenzellen nach Uberschwelliger Depolarisation wird jedoch die exitatori-
sche Netzwerkaktivitat nur teilweise weitergeben. Dadurch stellen die intrinsischen
Membraneigenschaften dieser Neurone einen inhibierenden, zumindest aber
dampfenden Faktor im postnatalen kortikalen Netzwerk dar, der eher gegen eine

wirkliche Funktionalitat dieser Netzwerke spricht.
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In einer Untersuchung der Ontogenese kortikaler Glutamatrezeptoren konnten
postnatal sowohl NMDA- als auch AMPA-Rezeptoren im gesamten Kortex nach-

gewiesen werden (Blue & Johnston, 1995).

Sowohl die Glutamatergen Antagonisten NBQX und DL-APV, als auch der GABAA-
Antagonist BMI reduzierten in der vorliegenden Untersuchung Dauer und Amplitu-
de der starken postsynaptischen Antworten in den tiefen kortikalen Schichten. Das
bedeutet, dass NMDA- und AMPA-Rezeptoren, aber auch GABA,-Rezeptoren
bzw. die Transmitter Glutamat und GABA an der Verbreitung der Netzwerkaktivitat

wesentlich beteiligt sind.

Dieser Befund steht im Einklang mit der Tatsache, dass unter Subplattenneuronen
neben Glutamatergen Neuronen auch GABAerge Neurone gefunden werden kdn-
nen und in der Subplatte eine starke Immunoreaktivitat flir den GABA-Rezeptor
(Cobas et al., 1991) zu finden ist.

Die Sensitivitdt der beobachteten Netzwerkaktivitat fur BMI stimmt mit &hnlichen
Befunden im neonatalen Kortex der Maus tberein (Agmon et al., 1996). Obwohl
eine GABAerge Komponente in das Netzwerk integriert ist, wirkt GABA hier, wie
auch Glutamat, exzitatorisch. Dieser Befund stimmt auch mit anderen Untersu-

chungen am neonatalen Kortex der Ratte Uberein (Owens et al., 1996).

Die depolarisierende Wirkungen von GABA in der frihen Ontogenese wurde auch
bei Neuronen anderer Bereiche des S&augerhirns beschrieben (Cherubini et al.,
1991; Ben-Ari et al., 1997). Interessanterweise werden neben GABAA-Rezeptoren
im unreifen Neokortex auch Glyzin-Rezeptoren exprimiert, die z.B. nach Bindung
von Glyzin oder Taurin ebenfalls einen Chloridstrom vermitteln kénnen, der in
dieser Altersklasse exzitatorisch ist. Dabei wird aus vielen Neuronen des unreifen

Kortex Taurin nach Stimulation freigesetzt (Flint et al., 1998).

Die exitatorische Wirkung beruht bei GABA- und Glyzin/Taurinergen Strémen ver-
mutlich auf einem veréanderten Chloridgleichgewicht in diesen Neuronen, vergi-
chen mit adulten Neuronen. Die intrazellulare Chloridkonzentration verschiebt sich

in der frihen kortikalen Entwicklung von etwa 20 mM bei der Geburt auf 11,7 mM
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am Tag P16 bei Pyramidenzellen (Owens et al., 1996; Mienville, 1998). Dadurch
ist das Chlorid-Umkehrpotenzial in diesem Alter positiver als das Ruhemembran-

potenzial, was zu der depolarisierenden GABAergen Aktivitat flhrt.

Zahlreiche Hinweise deuten darauf hin, dass die besonders lang andauernde
NMDA-Komponente in neonatalen Neuronen verglichen mit adulten Neuronen auf
eine besondere Untereinheitenkombination dieses Rezeptors in dieser Altersklasse
zurickzufuhren ist (Williams et al., 1993b; Sheng et al., 1994; Flint et al., 1997).
Die NMDA-Komponente wurde durch die Applikation entweder von DL-APV oder
Ifenprodil stark vermindert. Ifenprodil bindet stark an heteromere NMDA-
Rezeptoren aus NRI1/NR2B-Untereinheiten, aber schwach an NR1/NR2A-
Heteromere (Williams, 1993a; Kew et al., 1998). Daher ist eine Beteiligung der
NR2B-Untereinheit an der Mehrzahl der funktionellen NMDA-Rezeptoren neonata-

ler Neurone des Kortex anzunehmen.

Diese Beobachtung stimmt mit dem Auftreten von NR2B-mRNA in kortikalen Neu-
ronen zum Zeitpunkt der Geburt tberein, wahrend die NR2A-mRNA in den ersten
drei Wochen postnatal heraufreguliert wird (Sheng et al., 1994). Gleichzeitig nimmt
die Sensitivitdt der NMDA-Rezeptoren fur Ifenprodil altersabhéngig ab. Heteromere
aus NR1/NR2B zeigten auch in anderen Untersuchungen eine langsamere Deakti-
vierungskinetik als NR1/NR2A-Heteromere (Monyer et al., 1994).

Neben den synaptischen NMDA-Rezeptoren vermitteln auch extrasynaptische
NMDA Rezeptoren aus NR1/NR2B-Untereinheiten in dieser Altersklasse eine
Glutamatantwort, deren Ifenprodil-Sensitivitdt mit zunehmendem Alter stetig &-
nimmt (LoTurco et al., 1991; Mohrmann et al., 2000). Neben der ohnehin langsa-
meren Kinetik dieser Heteromere wirde die Bindung unspezifisch freigesetzten
Glutamats an extrasynaptische Rezeptoren eine nochmals starke Verlangsamung
der Kinetik verursachen, da die Diffusionswege hier deutlich langer als bei der

synaptischen Transmission sind. Es kdme in vermutlich zu einer mehr oder wen-
ger tonischen Depolarisation (LoTurco et al., 1991). Auch unverzweigte Pyrami-

denzellen der oberen Schichten kénnten Uber diese extrasynaptischen Wege Glu-

tamaterg depolarisiert werden. Mdglicherweise ist das NR1/NR2B-Heteromer mit
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der langsamen Kinetik und dem damit verbundenen starken Kalziumeinstrom nach
synaptischer und extrasynaptischer Aktivierung somit fur diverse Differenzierungs-
vorgangen von elementarer Bedeutung. Die Behandlung migrierender Neurone
des Kleinhirns mit DL-APV fuhrt zum Beispiel zu einer Reduktion der Migrations-
geschwindigkeit (Komuro, Rakic, 1993; 1996).

Erstaunlich ist nun jedoch die Feststellung, dass Ifenprodil monosynaptische
postsynaptische Strome um 28% verringerte, wahrend DL-APV nur eine Verringe-
rung um 19% bewirkte. Diese Beobachtung kénnte auf eine unspezifische Wirkung

auf AMPA-Rezeptoren zurtickzufiihren sein (Kirson & Yaari, 1996).

Die Verwendung von BMI als GABA-Antagonist hatte in der vorliegenden Arbeit
keinen signifikanten inhibitorischen Effekt auf monosynaptische postsynaptische
Strome. Es konnte sogar eine geringfugige VergrofRerung der Amplituden monosy-
naptischer Antworten beobachtet werden. Die Diskrepanz zwischen inhibitorischer
Wirkung auf polysynaptische Strome einerseits, aber keiner Reduktion monosy-
naptischer Strome andererseits lasst darauf schliel3en, dass GABAerge Neurone in
das perinatale Netzwerk integriert sein mussen, aber durch das gewahlte Para-

digma nicht demaskiert werden konnten.

Da in der Subplatte GABAerge Neurone nachgewiesen wurden (Lauder et al.,
1986; Wahle et al., 1987; Van Eden et al., 1989; Cobas et al., 1991; Meinecke,
Rakic, 1992; Yan et al., 1997; Del Rio et al., 1992), generieren vermutlich diese
Neurone den GABAergen Anteil an der Netzwerkaktivitat. Diese Neurone bilden
weitreichende horizontale Axonnetzwerke innerhalb der Subplatte und der Schich-
ten V/VI des neonatalen Kortex (Ghosh et al., 1990; De Carlos & O'Leary, 1992;
Miller et al., 1993; Assal & Innocenti, 1993; Galuske & Singer, 1996). Postsynapt-
sche Ziele der Axone sind Dendriten anderer Subplattenneurone (Meinecke &
Rakic, 1992) und Schicht V/VI Neurone, aber auch Projektionsneurone der Sub-
platte (Ghosh et al., 1990).

Eine andere wichtige GABAerge Neuronenpopulation des Neokortex stellen ver-
mutlich die nichtCR Neurone der Marginalzone dar. Von diesen konnten aber in

der vorliegenden Arbeit nach Aktivierung thalamischer Eingdnge bzw. nach Erre-
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gung von Subplattenneuronen in keinem Fall postsynaptische Aktivitat abgeleitet
werden. Damit wird deutlich, dass die Neurone der Marginalzone vermutlich nicht
an den abgeleiteten postsynaptischen Antworten im Rahmen dieser Untersuchung
beteiligt waren und damit nicht in ein frihes thalamo-kortikales, kortiko-kortikales
oder intrakortikales Netzwerk eingebunden sind.

Das nicht-CR und CR Neurone trotzdem eine funktionelle Rolle in einem parallelen
perinatalen oder dem reifen adulten Netzwerk spielen, wurde in jingeren Publikati-
onen mehrfach gezeigt (Kim et al., 1995; Hestrin & Armstrong, 1996; Zhou &
Hablitz, 1996; Mienville & Barker, 1997; Schwartz et al. 1998; Mienville 1998).
Dieses Netzwerk ist vermutlich unabhangig von den thalamo-kortikalen Verbindun-
gen uber die Subplatte und dient eher dem kortikalen Wachstum und der Laminie-

rung, als der friilhen kortikalen Informationsverarbeitung.

Es ist bekannt, dass perinatale CR Neurone durch Glutamat und wegen ihres CI -
Gleichgewichtspotentals, das positiver als das Ruhemembranpotenzial ist, auch
durch GABA depolarisiert und damit zu lang anhaltender neuronaler Aktivitat ange-
regt werden konnen (Mienville, 1998). Dieses unterscheidet sie von den meisten
anderen Neurone, bei denen in neonatalen Hirnen ein Wechsel von exzitatorischer
GABAerger Wirkung hin zu inhibitorischer Wirkung festzustellen ist (z.B. Ben-Ari et
al. 1997). Es ist weiterhin bekannt, dass neonatale CR Neurone spontane Aktions-
potenzial generieren (Mienville 1998). Glutamaterge und GABAerge Netzwerkakiti-
vitat durch ein Netzwerk von tangential in der Marginalzone angeordneten Neuriten
der CR und nicht-CR Neurone kénnte damit zu einer starken Sezernierung von
Reelin oder anderen trophischen Substanzen aus CR und nicht-CR Neuronen
fuhren. Es wird vermutet, dass die Neurotransmitter GABA und Glutamat bei un-
spezifischer Freisetzung in bestimmten Konzentrationsbereichen selber als troph-
sche Faktoren dienen. Ausgehend \on der Marginalzone wirde eine recht starker
Gradient dieser Substanzen im unreifen Kortex vorliegen, der in einer gewissen
Entfernung von der Marginalzone als Attraktor dienen, bei tberschreiten bestimm-
ter Konzentrationen in der Nahe der Marginalzone aber auch als Stopsignal fir

migrierende Neurone dienen konnte. Die dazu notwendige korrelierte Aktivitat
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konnte in Neuronen der Marginalzone nachgewiesen werden (Zhou & Hablitz,
1997; Schwartz et al., 1998; Aguilo et al., 1999). Reelin wurde in Verbindung expe-
rimentellen Untersuchungen als Vermittler eines Stopsignals der Migration identifi-
ziert und ist verantwortlich fiir die Loslésung der Neurone von den Radialgliazellen
(Dulabon et al., 2000). Ein weitere Hinweis auf die wichtige Funktion der CR Ne u-
rone und des Reelins in der Entwicklung des Neokortex ist die Beobachtung, dass
es in der Folge einer Zerstorung der CR Neurone zu einer gestorten Zytoarchite k-
tur des adulten Kortex kommt (Supér et al., 1997).

Neben der unspezifischen Ausschuttung neurotropher Wirkstoffe in der Marginal-
zone sind aber auch lokale Effekte denkbar. So projizieren beispielsweise Axonkol-
lateralen von Neuronen der Marginalzone in die kortikale Platte und kénnen die
dortigen Neurone afferent stimulieren. Aus Untersuchungen ist bekannt, dass
selbst relativ hochfrequente Stimulation innerhalb der Marginalzone zu robusten
monosynaptischen Antworten in Cajal-Retzius Neurone und Neuronen der kortik a-
len Platte fuhrt. Diese Aktivitat ist durch CNQX, DL-APV und BMI blockierbar

(Dammerman & Kriegstein, 1998).

Die in dieser Arbeit gefundenen niedrigen Membranpotenziale wirden durch das
Fehlen einer Mg?*-Blockade eine standige Aktivierung von NMDA-Rezeptoren bei
prasynaptischer Aktivitdt zulassen. Es ist vorstellbar, dass die autonome Netz-
werkaktivitat innerhalb der Marginalzone und die damit verbundene mehr oder
weniger tonischphasische Exzitation der kortikalen Platte fur die Migration dieser
Neurone von grol3er Bedeutung ist. So konnte gezeigt werden, dass migrierende
Neurone des Zerebellums in Abhangigkeit von intrazellularen "Kalziumwellen"
schnell bei einer Erh6hung des Kalziumspiegels und langsam bei einem niedrigen

Kalziumspiegel wandern (Komuro & Rakic, 1996).

Die bisherigen Daten zur Funktion der Subplattenneurone und der Marginalzone
lassen die Vermutung zu, dass die Neurone der Marginalzone durch den Ausstol3
von neurotrophisch oder aber auch repulsiv wirkenden Faktoren der groben Orien-
tierung und Schichtenbildung durch migrierende unreife Pyramidenzellen dienen.

Subplattenneurone dagegen konnten durch ihre bereits recht differenzierte synap-
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tische Konnektivitat mit subkortikalen und anderen kortikalen Gebieten eher die

Feinabstimmung und funktionelle Entwicklung des Kortex steuern.
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4.5.2 Modell zur neonatalen kortikalen Konnektivitat

Die mdgliche Konnektivitat der untersuchen Neuronenpopulationen soll abschlie-
Rend in dem folgenden Modell zusammengefasst dargestellt werden:

_ D —P 12
Marginalzone  ——— .
11(?) . A
. 5(?).
. ) X .
Kortikale Platte 13(?) .
4

Schicht V/VI f } >
7
8

<
<

Subplatte

3
A
44—

vlo v9 1

Abb. 52 Eingehende afferente Aktivitat unterhalb der Subplatte aktiviert glutamaterge thalamo-
kortikale Axone (1). Diese nehmen Kontakt mit GABAergen (2) und glutamatergen (3) SP Neuro-
nen, sowie glutamatergen Prinzipalneuronen der Schicht V/VI auf (4). Unklar ist es bisher, ob auch
die Marginalzone von diesen Axonen afferent stimuliert wird (5). Die Aktivitat der GABAergen SP
Neurone wird innerhalb der Subplatte durch weitreichende horizontale Axone zu anderen SP Neu-
ronen (6) und durch Kollateralen in die Schicht V/VI (7) weitergegeben. Die Aktivitat in der Subplat-
te ist sowohl GABAerg, als auch glutamaterg. Prinzipalneurone der zuerst gebildeten Schichten V
und VI bilden mit ihren Axonen sehr weitreichende horizontale Netzwerke und sorgen damit fiir eine
weite Ausbreitung thalamischer Aktivitat (8). Diese Neurone, wie auch Projektionsneurone der
Subplatte geben thalamische Efferenzen ab (9,10). CR und nicht-CR Neurone der Marginalzone
erhalten keine oder, falls Gberhaupt, lediglich sehr geringe exitatorische Innervation aus thalamo-
kortikalen Axonen (5), moglicherweise aber von bisher unbekannten Quellen (11). CR Neurone der
Marginalzone bilden jedoch ein weitreichendes spontanaktives Netzwerk untereinander (12) und
kontaktieren Uber Axonkollateralen mdglicherweise migrierende Neurone der kortikalen Platte (13)
(nach Luhmann, unveréffentlicht).
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4.6 Neuromodulation durch Somatostatin im juvenilen Rattenkortex

Ob und warum neuromodulatorische Substanzen in der Ontogenese des Neokor-
tex von Bedeutung sind, sollte in einer orientierenden Untersuchung am Beispiel
diverser Neuropeptide geklart werden. Zahlreiche Hinweise deuten darauf hin,
dass das Neuropeptid Somatostatin eine wichtige Funktion in der Physiologie des

reifenden Neokortex spielen kénnte. So wurde die Existenz von Somatostatinergen
Neuronen vor allem in der Subplatte und Somatostatin-Rezeptoren in der kortika-

len Platte des perinatalen Rattenkortex von verschiedenen Arbeitsgruppen be-
schrieben (Shiosaka et al., 1982; Chun et al., 1987; Wulfsen et al., 1993). Sowohl
die Zahl der Somatostatinergen Neurone, als auch die Dichte der Somatostatinre-
zeptoren erreicht zwischen P10 und P15 ein Maximum, weshalb ein funktioneller
Hintergrund im Rahmen der Entwicklung des Grof3hirns vermutet werden kann.

Vor diesem Hintergrund wurde das Neuropeptid Somatostatin in einer orientieren-
den Untersuchung zu dessen Rolle im juvenilen Neokortex ausgewahlt. Da sehr
viele Angriffspunkte fiir einen Neuromodulator denkbar sind, wurden in der vorlie-
genden Arbeit essenzielle elektrophysiologische Faktoren unter Kontrollbedingun-
gen und unter dem Einfluss des Neuropeptides untersucht. Es wurde neben der
Wirkung des Neuropeptides Somatostatin (SS14) auch die des sst2-Rezeptor
spezifischen Agonisten MK678 auf verschiedene elektrophysiologische Parameter
neokortikaler Pyramidenzellen untersucht, da diese die homogenste Gruppe der

neokortikalen Neuronentypen darstellen.

Zwei wesentliche Effekte des Neuropeptids wurden im Laufe der Untersuchungen
deutlich sichtbar. Zum einen bewirkte SS14 in allen daraufhin untersuchten Neuro-
nen eine starke Reduktion der Feuerungsrate bei Gberschwelliger Depolarisation,
zum anderen wurde evozierte postsynaptische Aktivitat in der Nahe des Ruhe-
membranpotenzials stark reduziert. Neben diesen sehr folgenschweren Wirkungen
zeigte sich in der weiteren Analyse der Daten ein depolarisiernder und/oder hyper-
polarisierender Effekt auf das Membranpotenzial, sowie haufig eine damit verbun-

den Reduktion des Eingangswiderstandes bzw. eine Verkirzung der Membran-
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zeitkonstante. Auch die Kinetik einzelner Aktionspotenziale wurde durch die Appli-
kation des Neuropeptids moduliert, was moglicherweise eine Ursache der oben

beschriebenen Reduktion der Feuerungsrate darstellt.

Diese Erkenntnisse stimmen gut mit bisher publizierten Daten zu den Wirkungen
von Somatostatin auf verschiedene Neuronenpopulationen Uberein. Abhangig von
methodischen Untersc hieden, wie z.B. Ganzzellableitungen versus Ableitungen mit
der scharfen Mikroelektrode, Badapplikation versus lokaler Applikation, niedrige
Konzentrationen versus hohen Konzentrationen, kurze Applikation versus langer
Applikation etc. und den untersuchten Neuronenpopulationen zeigten sich unter-

schiedliche Wirkungen von Somatostatin an gleichen Neuronenpopulationen.

Der hier beschriebene Einfluss auf das Membranpotenzial stimmt z.B. mit Arbeiten
am dorsolateralen septalen Nukleus der Ratte (Twery & Gallagher, 1989) und CA1
Pyramidenzellen des Hippokampus von Meerschweinchen und Kaninchen (Mueller
et al., 1986) uberein. In diesen Untersuchungen wurden insbesondere bei hohen
Somatostatinkonzentrationen (100 - 1000 nM) bei Bad- oder lokaler Druckapplika-
tion sowohl de- als auch hyperpolarisierende Effekte beobachtet. Andere Unters u-
chungen z.B. an hippokampalen CA1 Pyramidenzellen (Watson & Pittman, 1987)
und neokortikalen Pyramidenzellen (Vidal & Zieglgansberger, 1989) berichten
jedoch vorwiegend von hyperpolarisierenden Effekten durch Somatostatin. Der
Effekt scheint also neben der Rezeptorausstattung auch von der lokalen Konzent-

ration und der Dauer der Applikation, abhangig zu sein.

Die hier gefundene Reduktion des Eingangswiderstandes belegt ebenfalls Daten
anderer Studien an Neuronenpopulationen des Hippokampus und Septums (Muel-
ler et al., 1986; Watson & Pittmann, 1987; Twery & Gallagher, 1989). Jedoch be-
richtet eine andere Untersuchung am Neokortex ebenfalls von keiner Veranderung
des Einganswiderstandes oder anderer passiver Membraneigenschaften durch
Somatostatin (Vidal & Zieglgadnsberger, 1989). Auch bei diesen Parametern mag
die Applikationsart und die Konzentration des Neuropeptids eine wichtige Rolle bei

der Wirkung spielen.
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Die stark inhibierende Wirkung auf das Feuerungsverhalten der Pyramidenzellen
stimmt mit Resultaten von in-vivo Ableitungen an neokortikalen Neuronen, in-vitro
Arbeiten an CA1 Pyramidenzellen des Hippokampus und an Untersuchungen an
septalen Neuronen Uberein (Renaud et al., 1975; Watson & Pittmann, 1987; Twery
& Gallagher, 1989). Dort wurde jedoch auch von einem hyperpolarisierenden E-
fekt des Neuropeptids berichtet, wodurch notwendigerweise eine starkere Depola-

risation zur Ausldsung von Aktionspotenzialen notwendig wirde.

Neben dem Effekt auf das Membranpotenzial konnten aber auch andere Parame-
ter zu der Inhibition des Feuerungsverhaltens beitragen. So ist die in dieser Arbeit
gefundene Verminderung des Eingangswiderstandes bzw. die Verkiirzung der
Membranzeitkonstante, die Reduktion der Aktionspotenzialamplituden, sowie die
Verlangerung der Aktionspotenzialdauer und die gefundene Verstarkung der
Nachhyperpolarisation im Anschluss an Aktionspotenziale ein Hinweis darauf, dass
bestimmte Leitfahigkeiten, die einer Depolarisation des Membra npotenzials entge-
genwirken, durch Somatostatin verstarkt werden. Da im wesentlichen Natrium- und
Kaliumleitfahigkeiten an der Entstehung und Beendigung von Aktionspotenzialen
und der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotenzials beteiligt sind, kénnte
Somatostatin hier inhibierend oder auch verstarkend wirken. So ist es denkbar,
dass die Kinetik schneller Natriumstréme verlangsamt und die bestimmter Kalium-
strome (z.B. k, Ibr) gefordert wird. Dartber hinaus kdnnte ein modulatorischer
Einfluss auf Leitfahigkeiten, die in der Nahe des Ruhemembranpotenzials aktiv
sind und das Potenzial damit stabilisieren, durch eine veranderte Ruheleitfahigkeit
das Membranpotenzial in Richtung auf negativere oder positivere Werte veran-
dern. Eine erhohte Ruheleitfahigkeit fur Kaliumionen wirde die Reduktion des
Eingangswiderstandes und die Verkirzung der Membranzeitkonstante erklaren
und in der Folge auch die Schwelle fir die Auslésung von Aktionspotenzialen er-
hohen. Auch hier stehen Kaliumleitfahigkeiten (z.B. k, ) als mogliche Effektoren
im Vordergrund. Eine verstarkende Wirkung von Somatostatin auf den M-Strom
wurde z.B. in hippokampalen Pyramidenzellen beschrieben (Moore et al., 1988;

Schweitzer et al., 1993). Schliel3lich ist es denkbar, dass die auf Aktionspotenziale
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folgende Refraktarperiode, die durch Kaliumleitfahigkeiten (z.B. j) bestimmt wird,
durch modulatorische Einflisse des Neuropeptids verlangert wird. Ebenso kdnnte
ein Einfluss auf Kalzium- (z.B. ks L-Typ Kalziumkanal) und Kaliumleitfahigkeiten
(z.B. Ik(ca), die den Zeitverlauf lang anhaltender Impulse modulieren, repetitive
Entladungen hemmen. Alle genannten Mdglichkeiten wirden die beobachteten
Effekte auf die Aktionspotenzialkinetik und das Feuerungsverhaltens erklaren
konnen. Ein grofRer Teil dieser moglicherweise durch Somatostatin beeinflusster
Leitfahigkeiten (z.B. k, h, k(ca) wurde bei neokortikalen Neuronen in der unter-
suchten Altersklasse bereits beschrieben (z.B. Hamill et al., 1991; Zhou & Hablitz,
1996b; Kang et al., 1996; Mourre et al., 1987; Hardingham et al., 1997). Welche
Leitfahigkeiten die in der vorliegenden Untersuchung durch Somatostatin verur-

sachten Effekte tragen, sollte in weiterfihrenden Untersuchungen geklart werden.

Neben den gefundenen Effekten auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der
Pyramidenzellen wurde eine Reduktion der Maximalamplituden und Gesamtstrome
gemischter und isolierter NMDA-Rezeptor vermittelter evozierter postsynaptischer
Strome gefunden. Auch diese Resultate stimmen gut mit bisher veroffentlichten
Untersuc hungen Uberein. In einer Untersuchung an neokortikalen Neuronen wurde
eine Reduktion Glutamaterger und GABAerger postsynaptischer Strome durch
SS14 in ahnlicher GroRenordnung beschrieben (Vidal & Zieglgansberger, 1989).
Andere Untersuchungen an hypothalamischen Neuronen berichten sowohl von
inhibierenden, als auch von férdernden Effekten Glutamaterger Transmission
durch Somatostatin (Lanneau et al., 1998; Lanneau et al., 2000) und von inhibie-
renden Einfluss auf GABAerge Transmission in thalamo-kortikalen Neuronen (Le-
resche et al., 2000).

Der inhibierende Einfluss von SS14 auf Glutamaterge NMDA-Rezeptor vermittelte
Stréme konnte mit dem sst2-Rezeptor spezifischen Agonisten MK678 reproduziert
werden. Dagegen fand sich bei isolierten AMPA/Kainat-Rezeptor vermittelten post-
synaptischen Stromen eine Erhéhung der Amplituden nach Applikation von
MK678. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu dem Befund in hypothalami-

schen Neuronen, in denen eine Erhdhung der Glutamatsensitivitat von AMPA-
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Rezeptoren durch den sstl-Rezeptor und eine Verminderung derselben mittels des
sst2-Rezeptors berichtet wird (Lanneau et al., 1998). Dieser Unterschied kdnnte
durch eine abweichende Rezeptorausstattung der neokortikalen Neurone oder
durch eine in den relativ hohen Konzentrationen unspezifische Bindung des Ago-
nisten auch an sst1-Rezeptoren erklart werden. So wurde in verschiedenen Unter-
suchungen auch eine geringe Affinitat von MK678 zu sstl-Rezeptoren beschrieben
(Bell & Reisine, 1993; Hoyer et al., 1994).

Isolierte GABAerge postsynaptische Strome wurden durch MK678 ahnlich wie
NMDA-Rezeptor vermittelte Strome in der Amplitude und Gesamtstromdichte e-
duziert. Dieser Befund stimmt mit Arbeiten an thalamo-kortikalen Neuronen uber-
ein (Leresche et al., 2000). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Somatostatin in
Konzentrationen von 1 bis 10 uM, evozierte GABA-A- und GABA-B-Rezeptor ver-
mittelte postsynaptische Strome um 40 bis 55 % reduziert. Weiterhin wurde die
Rate an spontaner GABAerger Aktivitat reduziert. Diese Effekte werden von den

Autoren auf prasynaptische Effekte des Neuropeptids zuriickgefihrt.

Ahnliche prasynaptische Effekte von Somatostatin iiber die Blockade von N-Typ
Kalziumkanalen in Axonterminalien wurden auch in hippokampalen Neuronen
beschrieben (Ishibashi et al., 1995). Durch den verminderten Kalziumeinstrom wird
in der Folge die Ausschittung von Neurotransmittern drastisch reduziert. Andere
Autoren berichten ebenfalls von einer Verminderung der Transmitterausschittung
durch Somatostatin tUber die Bindung an prasynaptische Rezeptoren (Katayama &
Hirai, 1989; Boehm & Betz, 1997).

Moglicherweise bt das Peptid in diesem Alter auch trophische Effekte auf die
Neurone des unreifen Neokortex aus, wie dieses z.B. bei der Untersuchung des
Neurofilamentwachstums von kultivierten Koérnerzellen des Kleinhirns beobachtet
wurde (Taniwaki & Schwartz, 1995). Durch einen solchen Effekt kdnnten postsy-
naptische Zellen von Somatostatinergen Neuronen z.B. zu einem verstarkten

dendritischen Wachstum bzw. einer starkeren Ramifikation angeregt werden.
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5. Ausblick

Es zeigt sich bei der Lektire der jingeren Publikationen, dass die genetische De-
termination der Hirnentwicklung bis hin zu relativ weiten Differenzierungsstadien
starker als bisher vermutet ist. Das Wissen uber entwicklungsphysiologisch rele-
vante Gene nimmt mit der Aufschlisselung des menschlichen und tierischen Ge-

noms gleichzeitig mit enormer Geschwindigkeit zu.

Die Verlagerung des Interesses hin zu diesem Gebiet darf jedoch lber die Bedeu-
tung epigenetischer Einflisse nicht hinwegtauschen. Es fehlt haufig immer noch
die Moglichkeit, in dem engmaschig verflochtenen Netz genetischer, biochemi-
scher und elektrophysiologischer Interaktionen in der Entwicklung des Gehirns

Anfang und Ende, Ursache und Wirkung zu erkennen.

Die Aufklarung der beteiligten komplexen intra- und interzellularen Signaltransduk-
tionswege muss daher noch starker in den Mittelpunkt der Untersuchung der Hirn-
entwicklung riicken. Dazu muss die Kombination elektrophysiologischer und mole-
kularbiologischer Techniken starker als bisher forciert werden. So kann z.B. die
EinzelzellPCR von morphologisch und elektrophysiologisch identifizierten Neuro-
nen des Neokortex zumindest theoretisch Hinweise daruber liefern, welche Gene
zu welchen Entwicklungsstadien in mRNA transkribiert werden. In Kombination
z.B. mit immunhistologischen oder autoradiographischen Techniken lasst sich
dann verifizieren, ob das entsprechende Genprodukt translatiert und funktionell

aktiv wird.

Eine reine Beschreibung der elektrophysiologischen Charakteristika des postnata-
len Neokortex kénnte einen Zusammenhang zwischen der Physiologie und der
Entwicklung naturgemass nicht beweisen, da es sich lediglich um eine Moment-
aufnahme der Physiologie unter artifiziellen Bedingungen handelt. Will man einen
kausalen Zusammenhang zwischen der Physiologie und bestimmten Differenzie-
rungsvorgangen beweisen, so wird man in vivo oder in vitro bestimmte physiologi-
sche Parameter manipulieren und auftretende strukturelle Veranderungen be-

schreiben missen. Dazu bieten sich pharmakologische oder gentechnische Expe-
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rimente an, in denen bestimmte lonenkanalproteine oder Rezeptoren gezielt chro-
nisch blockiert, ausgeschaltet oder durch verédnderte Untereinheitenzusammen-

setzung in ihrer Kinetik verandert werden.

So ware es denkbar, lokal die Aktivitdt von Neuronen z.B. durch TTX zu blockie-
ren, oder auch durch eine lokale Erhéhung der Kaliumionenkonzentration anzure-
gen. Weiterhin kénnte man durch die chronische Applikation von neuroaktiven
Substanzen, wie z.B. GABAergen und Glutamatergen Agonisten und Antagonis-
ten, Dopamin, Serotonin etc. die Bedeutung dieser Transmitter in der Kortikogene-

se untersuchen.

Mithilfe der eingangs beschriebenen Kombination elektrophysiologischer und no-
lekularbiologischer Techniken (z.B. Einzelzell-RT-PCR) kdnnte man weiterhin in
diesen Modellen die unmittelbaren Ursachen der Entwicklungsstérungen untersu-
chen, indem man den unmittelbaren Einfluss der Manipulationen auf die differen-

tielle Genaktivitat beschreibt.

Aus den Resultaten der vorliegenden Arbeit lassen sich einige Ansatzpunkte fir
weitere Untersuchungen ableiten. Es hat sich gezeigt, dass die ersten entwickelten
Neurone der pallialen Anlage bzw. deren Derivate funktionell sehr ausgereift sind,
wahrend migrierende Neurone eher eine unterentwickelte Physiologie demonstrie-
ren. Es ist also zu vermuten, dass entweder bestimmte regulatorische Mechanis-
men die Ausbildung einer reifen Physiologie solange aktiv unterdriicken, wie ein
Neuron funktionell unbedeutend ist und migriert, oder dass bestimmte Signale
nach Erreichen s Zieles die Reifung erst ankurbeln. Einmal an seinem Platz
angekommen, findet die morphologische und physiologische Differenzierung dann

jedoch recht schnell statt.

Zu den Fragen, die sich durch diese Arbeit ergeben haben, gehort sicherlich die,
ob das niedrige Membranpotenzial und die erhdhte Kalziumstromdichte in unreifen
pyramidalen Neuronen eine Voraussetzung, eine Folge oder unabhangig von der
Migration ist. Der Unterschied zu den anderen untersuchten Zelltypen legt hier

einen unmittelbaren Zusammenhang nahe.
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Experimentelle Arbeiten haben ergeben, dass spannungsgesteuerte Kalziumkana-
le fur die Geschwindigkeit der Migration wichtig sind (Komuro & Rakic, 1992,
1996). Die Tatsache, dass nur sehr selten monosynaptische Eingadnge auf diese
Neurone nachzuweisen waren, wirft die Frage auf, was die Funktion der NMDA-
Rezeptoren auf diesen Neuronen sein kénnte. Sie kdnnten unspezifisch freigesetz-
tes Glutamat binden und so fir eine langanhaltende Depolarisation sorgen. Eine
exakte, mit bestimmten morphologischen Differenzierungsschritten korrelierte
Untersuchung der Ausstattung mit Spannungs- und Liganden-gesteuerten Kalzi-
umkandlen, Kalzium bindenden Proteinen, Kalziumpumpen und anderen in die
Kalziumhomoosthase eingebundenen Elementen von der postmitotischen Tochter-
zelle bis zum Ende der Migration kdnnte weitere Klarheit Gber die Rolle der Kalzi-
umionen bei der Migration schaffen. Weiterhin konnte man die NMDA-Rezeptoren
lokal manipulieren (chronische Blockade/ Aktivierung) und die Auswirkungen auf
die kortikale Differenzierung untersuchen. Es bote sich an, die mRNA-Expression
bestimmter an der Migration vermutlich beteiligter Gene unter diesen experimentel-

len Bedingungen zu untersuchen.

Ein weiteres Ratsel bleibt die Frage, ob die depolarisierende Wirkung von GABA
und Glutamat im unreifen Kortex bzw. sekundar aus GABAergen Neuronen freige-
setzte Neuromodulatoren trophische Funktionen austiben kénnen. Denkbar wére
es, GABA,-Rezeptoren in vivo oder in Hirnschnittkulturen wie oben beschrieben zu
manipulieren und eventuell auftretende zytoarchitektonische, elektrophysiologische

oder molekularbiologische Veranderungen zu untersuchen.

Weiterhin bleibt die Frage zu klaren, ob und zwischen welchen Neuronenpopulat-
onen Uberhaupt funktionelle GABAerge Synapsen im neonatalen Kortex existieren
Die Charakterisierung der postnatalen neokortikalen Netzwerkaktivitat nach geziel-
ter Eliminierung spezifischer Neuronentypen kénnte der Beantwortung dieser Fra-
gen dienlich sein. Dabei sollte aber auch die Idee einer eher diffusen, nicht synap-
tischen Transmitterfreisetzung mit moglicherweise trophischer Wirkung im unreifen
Neokortex starker verfolgt werden. Dazu kdnnte man die Auswirkung einer lokalen

chronischen Blockade von Neuronen auf die Transmitterfreisetzung und Verteilung
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in das umgebende Gewebe und die damit einhergehenden Veranderungen der

Differenzierung untersuchen.

Neben Untersuchungen Uber den Zusammenhang von funktionellen Aspekten und
morphogenetischer Relevanz sollte aber auch die funktionelle Charakterisierung
zahlreicher in dieser Arbeit nur angerissener Parameter starker verfolgt werden. So
wird gerade die Interaktion von Subplattenneuronen und den friih gebildeten
Schicht V und VI Pyramidenzellen sehr friih etabliert. Handelt es sich bei diesen
Schichten also um den ersten funktionellen Neokortex, wahrend dartber liegende
Schichten noch in der Entwicklung begriffen sind? Wie integrieren diese Neurone
die afferente Aktivitat, wie sehen die Antworten der ersten weit projizierenden

Neurone aus?

Diese Fragestellungen stellen selbstverstandlich nur einen Bruchteil der denkbaren
weiteren Experimente dar. Angesichts der zunehmenden Zahl der erkannten,
durch kortikale Dysgenesien (mit)verursachten Erkrankungen des Menschen wird
die multidisziplinare Erforschung der Kortikogenese in der Zukunft eher noch an
Bedeutung gewinnen. Erst die komplette Aufklarung der Hirnentwicklung und der
Physiologie wahrend der Entwicklung wird es ermdglichen, eines Tages zentral-
nervose Erkrankungen mdglicherweise noch in der Entstehung zu diagnostizieren

und gezielt zu therapieren.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Physiologie des frih postnatalen Neokortex der Ratte
vom Tag der Geburt bis etwa drei Wochen postnatal mit Hilfe der Infrarot-
Videomikroskopie und Ganzzellableitungen untersucht. Der Schwerpunkt lag auf
der Beschreibung intrinsischer und synaptischer elektrophysiologischer Parameter
der wichtigsten identifizierbaren Neuronentypen in den ersten vier Tagen nach der
Geburt. In diesem Alter entwickelt sich der typische 6-schichtige Neokortex ausge-
hend von einer bis dahin 3-schichtigen Struktur. Nachdem es gelungen war, die
Cajal-Retzius (CR) Neurone der Marginalzone, die unverzweigten (UP) und die
verzweigten Pyramidenzellen (VP) der kortikalen Platte und die Subplattenneurone
(SP) der Subplatte klar zu identifizieren, wurden deren passive und aktive Memb-
raneigenschaften untersucht. Es stellte sich heraus, dass ein Zusammenhang
zwischen dem ontogenetischen Alter der Neuronenpopulationen und dem "Reife-
grad" gefunden werden konnte. Die alteren CR und SP zeigten deutlich "adultere"
Eigenschaften als die spater reifenden pyramidalen Neurone der kortikalen Platte.
Auch isoliert untersuchte Natrium- und Kalziumstréme zeigten eine Korrelation zu
bestimmten funktionellen Entwicklungsstadien. Die synaptische Konnektivitat die-
ser Neuronentypen war weiterhin von grof3em Interesse. Es stellte sich durch sy-
naptische Stimulation und pharmakologische Isolation einzelner Komponenten
heraus, dass SP Neurone und VP Zellen bereits eine recht starke synaptische
Konnektivitat besitzen, wahrend die UP Zellen, die sich méglicherweise noch in der
Migrationsphase befinden, nur schwache postsynaptische Aktivitat zeigten. Die CR
Neurone schienen in diesem Netzwerk keine Rolle zu spielen. Die synaptische
Aktivitat wurde durch GABAerge und NMDA-Rezeptor vermittelte, depolarisierende
Aktivitdt gekennzeichnet. Inhibitorische Wirkungen von GABA wurden in diesem
Entwicklungszustand nicht gefunden. Schliel3lich wurde untersucht, ob das zwi-
schen P10 und P15 transient stark heraufregulierte Somatostatin und dessen Re-
zeptoren in diesem Alter eine funktionelle Relevanz im Neokortex haben. Es stellte
sich heraus, dass Somatostatin eine wichtige inhibitorische neuromodulatorische

Rolle im friih postnatalen Neokortex tibernehmen kann.
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