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EINLEITUNG 6

1 EINLEITUNG

1.1 Das Netzwerk bestimmt das Neuron

Die wenigsten isolierten Neurone feuern Aktionspeiale. Auch wenn die Zellen
selbst daflr alle Voraussetzungen erfullen, beedtigsie fur das Feuern von
Aktionspotenzialen doch zwingend die synaptischebMelung zu anderen Neuronen. Erst
durch deren Einfluss gewinnt die einzelne Nervdazdéhre Funktion. Gewissermal3en
vermittelt also erst die Einbindung in ein neuresaNetz dieser Zelle die entscheidende
Qualitat, die sie als Neuron definiert. Die Einbaty in diese Ubergeordnete Struktur erfolgt
auchin vitro spontan und selbst organisierend, ohne dass aitender Einfluss von auf3en
notwendig ist. So konnen Zellkulturen unter gut tkolierbaren Laborbedingungen
wiedergeben, wie sich Neurone im Laufe der embrgmaEntwicklung zu hoéheren
Organisationsformen zusammenfinden. Um sich einemstéindnis fur die Uberaus komplexe
Funktion des menschlichen Gehirns anzunahern, massiber die Ebene einer Einzelzelle
hinausgehend auch die nachst hohere Organisatiokisstder kleinen neuronalen Netze in
Augenschein nehmen. Wenn wir wissen, welche Meshaem sie nutzen, um Informationen
zu Ubermitteln, zu bewerten, zu speichern und a@efmn, ist der neuronale Code

entschlisselt.

Seit Luigi Galvani und Alessandro Volta die Bedewgfuder Elektrochemie fur die
Reizweiterleitung zwischen Nerv und Muskel erkanntend Ramon y Cajal und Camillo
Golgi mit der Aufklarung der morphologischen Stuwktles Nervensystems begannen, hat die
Neurowissenschaft zweifellos wichtige Fortschrittachen kénnen. So klarten Alan Hodgkin
und Andrew Huxley in den 50er Jahren des letzerhdalderts die Mechanismen von Ruhe-
und Aktionspotenzialen von Zellmembranen auf, watireins John Carew Eccles und
Bernard Katz einem Verstandnis fur die synaptisdteekntpfungen zwischen Neuronen
naher brachten (Hodgkin und Huxley, 1952; Ecclé&§71 Katz, 1971). Mithilfe der Patch
Clamp-Technik, die in den 70er Jahren des letzédmhiinderts von Erwin Neher und Bert
Sakmann entwickelt wurde, konnte nachgewiesen wedhess lonenkanéle fir die elektrische
Leitfahigkeit von Neuronen verantwortlich sind (Melund Sakmann, 1976). Hierdurch wurde
die Aufklarung von Wirkmechanismen neuronaler Akdt bis auf molekulare Ebene hin
maoglich. Auch auf der obersten Organisationsebez® @ehirns konnten durch moderne

Techniken neue Erkenntnisse gewonnen werden: Biklgde Verfahren wie die funktionelle
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Magnetresonanz-Tomographie (fMRT) oder die PosgmeBmissions-Tomographie (PET)
und elektrophysiologische wie Elektroenzephalog@BEEG) und Magnetoenzephalographie
(MEG) ermdglichten es, verschiedene kognitive lLieigen einzelnen Hirnarealen zuzuordnen
und funktionelle Verbindungen aufzudecken (Gevirenng et al., 1995; Parsons, 2001; Loeb
und Poggio, 2002).

2004 erschien in der Zeitschrift ,Gehirn und Geisifi von elf Neurowissenschaftlern
verfasstes Manifest Gber Gegenwart und ZukunftHiemforschung (Elger, Friederici et al.,
2004). Die Autoren bemerkten, dass dem enormen engzsiwachs auf der obersten und
untersten Ebene eine groRe Erkenntnisliicke auhitderen Ebene gegeniiberstehe. Uber das
Geschehen innerhalb kleinerer und grof3erer Zeléretb wisse man noch ,erschreckend
wenig“. Denn auch wenn der Uberwiegende Anteil opliysiologischer Untersuchungen an
Neuronen im Zellverbund durchgefihrt wurde — seiirevivo, an Hirnschnitten oder in
Zellkultur — so lag das Augenmerk der Forscher doelist auf Charakteristika der einzelnen
Zelle, und die System-Neurophysiologie trat in ddéintergrund. Inwieweit das Verhalten
dieser Zelle durch die Einbindung in ein Netzwerpmigt wurde, und — umgekehrt —
inwiefern die Manipulation der einzelnen Zelle &ienktion des Netzwerks beeinflusst, blieb
bei diesen Untersuchungen unbeachtet. Dabei wirdhachlassigt, dass Netzwerke
nichtlineare Systeme sind, d.h. sie sind mehr cuenindest doch etwas anderes als die
Summe seiner Teile. Auf Grund ihrer Komplexitatnigen sie vollig neue Eigenschaften

hervor.

1.2 Untersuchung von Netzwerkeigenschaften mit Mikroelktroden-

Arrays

Um diesem Phadnomen im Experiment Rechnung tragerkdrunen, muissen an
verschiedenen Stellen des Netzwerks Elektrodenizgl und die elektrische Aktivitat
einzelner Zellen gleichzeitig abgeleitet werdene®Dist mit herkdmmlichen Methoden sehr
aufwandig und verlangt vom Experimentator viel Zeitd Fingerspitzengefuhl. Mit der
Entwicklung von Mikroelektroden-Arrays (MEAS), diEnde der 70er Jahre des letzten
Jahrhunderts begonnen wurde und mittlerweile aofrkerzielles Niveau ausgereift ist, wurde
die Untersuchung von Netzwerkeigenschaften starkinkacht (Gross, Rieske et al., 1977):
Nun wurden nicht mehr die Elektroden in das Netkwaingefiihrt, sondern das Netzwerk

selbst auf ein Tragermaterial mit einem Gitter wger Elektroden aufgebracht. So kénnen
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extrazellulare Feldpotenziale von vielen verschiede Stellen eines neuronalen Netzwerks
abgeleitet werden. Die zeitliche und raumliche Asting, die hiermit erreicht wird,
ermoglicht die Detektion einzelner AktionspotengialMit MEAs sind allerdings nur
extrazellulare Ableitungen moglich. MEAs mit drermdnsionalen Elektroden, die sich in das
Zellinnere bohren, stehen noch am Anfang ihrer kiiwng (Trautmann, Ruther et al.,
2004). Somit kdnnen mit MEASs keine lonenstréme udierZellmembran gemessen werden,
auch keine exzitatorischen oder inhibitorischentgogptischen Potenziale. Auch kann das

Membranpotenzial nicht auf eine bestimmte Spanrmimgestellt werden.

Mittlerweile gehen die Leistungsmerkmale verschmstdVIEA-Typen dennoch schon
Uber die reine Ableitung elektrischer Aktivitat birs. MEAs verschiedener Hersteller
erlauben die gleichzeitige elektrische Stimula@mnmehreren Elektroden, andere messen pH
oder Oxygenierung (Besl und Fromherz, 2002). Um desammenhang zwischen Netzwerk-
Geometrie und -Funktion zu untersuchen, gibt esédfmes das Neuritenwachstum auf den
MEAs in gerichtete Bahnen zu lenken (Branch, Whestlal., 2001).

Da mittlerweile Materialien zur Herstellung von HKieden, Isolierung und
Tragermaterial gefunden wurden, die nicht cytotcxiwirken, kdnnen Zellen auf MEAs auch
fur langere Zeit kultiviert werden. Durch Anpassuteg Kulturbedingungen, die Verdunstung
und die Gefahr durch Kontaminationen minimieremn&n neuronale Zellen bis zu etlichen
Monaten kultiviert werden (Potter und DeMarse, 20Bowohl die elektrophysiologische
Aktivitdt von Hirnschnitten als auch von Zellkulesr kann so Uber lange Zeitraume hinweg
beobachtet werden, wobei die Kultivierung von disisoten Zellen auf MEAs es erlaubt, die
Entwicklung von isolierten Einzelzellen zu einemuranalen Netzwerk morphologisch und
funktionell zu untersuchen. Bisher wurden bereiggsitdne des Rickenmarks, des Cortex, des
Hippocampus und des Hypothalamus sowie olfaktoeiaaid Retina-Neurone verschiedener
Tierarten auf MEAs kultiviert. Dies ist allerdingsur mit Zellen von embryonalen oder
neugeborenen Tieren moglich, da adulte Neurone Btumie Fahigkeit verloren haben, neue

neuronale Netzwerke zu bilden.

Die MEA-Technik ist schnell und leicht zu handhabdaher bietet sie sich fur das
Screening von Substanzen auf ihre neuroaktive \Afmk®it an. Neben zahlreichen
.Klassischen“ Substanzen der Elektrophysiologie, die Funktion von lonenkanalen oder
Synapsen modulieren, unter anderem Bicucullin, NMIDMagnesium, TTX, Serotonin,

Dopamin, Strychnin und Glutamat (Gross, Harschl.etl@97; Harsch, Ziegler et al., 1997;
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Keefer, Gramowski et al., 2001; Chiappalone, Vatale 2003; Otto, Gortz et al., 2003;
Eytan, Minerbi et al., 2004; Arnold, Hofmann et, &005; Krause und Jia, 2005), wurden
bereits Pharmaka mit einer bekannten zentralnenvd&kung wie Ethanol, Fluoxetin,
Lidocain und Chloroquin auf MEAs aufgebracht (O'&ffanessy, Zim et al., 2003; Xia, Gopal
et al., 2003; Xia und Gross, 2003; Otto, Kieseieale 2005). Ebenso wurde mit MEAs das
akute neurotoxische Potenzial chemischer Verbinenragn Beispiel von Trimethylolpropan,
Trimethylzinn und Hydrolyseprodukten von Sarin geté (Gramowski, Schiffmann et al.,
2000; Keefer, Gramowski et al., 2001; Pancrazief&eet al., 2001; Gopal, 2003).

Durch genaue Analyse der neuronalen Aktivitdt négiplikation von bekannten
Substanzen, deren Wirkmechanismen gut definierd, shofft man, substanzspezifische
Anderungen des Aktivititsmusters erkennen zu konuiém sich auf andere Substanzen
Ubertragen lassen, um so indirekt ein Wirkprofdtelen zu kdnnen (Gramowski, Jugelt et al.,
2004). In der klinischen Forschung werden MEASs es&jzt, um korpereigene Substanzen zu
identifizieren, die eine neurologische Symptomabiki bestimmten Stoffwechsel- oder
Autoimmunerkrankungen auslosen konnen (Gortz, Hesndt al., 2004; Klusmann, Fleischer
et al., 2005; Otto, Kieseier et al., 2005). Hierfiird auch Serum und Liquor von Patienten
auf MEAs getestet (Mitzner, Loock et al., 2002; &p0tto et al., 2003).

Ein anderer Schwerpunkt der MEA-Forschung ist dgibAu von Feedback-Systemen,
bei denen das MEA-System mit einem Stimulus-Geaoengickgekoppelt ist. Ziel ist es, ein
lernfahiges Netzwerk zu erzeugen, das auf aul3aee Reagiert, sich ihnen anpasst und so mit
der Umwelt kommuniziert (DeMarse, Wagenaar et2001; Potter, Wagenaar et al., 2003,
Potter, Wagenaar et al., 2005; Wagenaar, Madhaval.,e2005; Cozzi, D'Angelo et al.,
2006). Andere Wissenschaftler setzen MEAs als esydtes Instrument ein, um
Erkenntnisse, die sie bei Messungen an Einzelzedewonnen haben, in den grél3eren
Kontext des neuronalen Netzes einzuordnen (Pawgrdeefer et al., 2001; Arnold, Hofmann
et al., 2005; Sergeeva, Klyuch et al., 2006). D#erelber langere Zeitrdume auf MEAs
kultiviert werden konnen, bietet sich diese Techailch fir Forschungszweige an, die die
Entwicklung von Zellen manipulieren. So wurden eyomale Stammzellen der Maus auf
MEAs zu schlagenden Cardiomyocyten differenziereq¢heler, Halbach et al., 2004).
Stammzellen kénnen auch zu Neuronen differenzieren und sind damit Hoffnungstrager
fur viele Patienten, die an neurodegenerativendaikiingen leiden. Bisher konnten sie aher
vitro noch nicht zu funktionstiichtigen Netzwerken differiert werden.
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1.3 Das Striatum — Schlisselelement neurodegenerativErkrankungen

Da es fur neurologische Fragestellungen von besenddnteresse ist, wurden fur
diese Arbeit Zellen aus dem Striatum eingesetznerei Hirnareal, das als Teil der
Basalganglien unterhalb des Cortex liegt und martwortlich fir die Bewegungskontrolle
ist. Was der Ausfall dieses Hirnareals fur den ggea Organismus bedeutet, sieht man sehr
eindricklich an der Huntington-Krankheit. Bei Paten mit dieser genetisch bedingten
Erkrankung kommt es aus bisher ungeklarter Ursamheinem selektiven Absterben der
Neurone im Striatum. Im Anfangsstadium der Erkramkustehen zunachst psychische
Auffalligkeiten wie erhdhte Reizbarkeit und Aggre#st, aber auch Depressionen im
Vordergrund. Im weiteren Verlauf treten unwillkigie Bewegungen von Rumpf und
Extremitaten auf, oftmals verbunden mit einem Iei¢inzelnden Gang, was zum im
Volksmund geldufigen Namen ,Veitstanz" fiuhrte. Auder haufigsten neurologischen
Erkrankung im hoéheren Lebensalter, der Parkinsankneit, liegt eine Stérung der striatalen
Funktion zugrunde. Neurone eines anderen TeilsBdsalganglien, der Substantia nigra,
projizieren in das Striatum und setzen dort Dopafmen Gehen diese Zellen zu Grunde,
resultiert dies in einem Dopamin-Mangel im Striafjurder die vor allem mit

Bewegungsstorungen einhergehende Parkinson-Symiskasmiazuldsen scheint.

1.4 Striatale Netzwerkaktivitat und wodurch sie bestimnt wird

Wahrend die Elektrophysiologie der verschiedenerdltypen im Striatum auf
Einzelzell-Ebene sehr gut charakterisiert ist, gibtauf Netzwerkebene noch Klarungsbedarf.
So existieren z.B. widersprichliche Berichte darfibb striatale Neuronm vitro Uberhaupt
Netzwerkaktivitat entwickeln. Wahrend Kowalski et &ynapsenbildung und synchrone
Spike-Bursts beobachteten, konnten Segal et aldann funktionelle Synapsen in striatalen
Kulturen entdecken, wenn ihnen ein geringer Arnterticaler Neurone zugesetzt worden war
(Kowalski, Crest et al., 1995; Segal, Greenbergat.e2003). Beide Studien wurden tbrigens
mit herkdmmlichen elektrophysiologischen Methoderd wiicht mit MEAs durchgefihrt.
Wenn Ergebnisse von Einzelzell-Studien auch nictg 2u eins auf das Netzwerk Gbertragbar
sind, so stellen sie doch die Basis dar, auf derANExperimente aufbauen, und geben
wertvolle Hinweise auf Parameter, durch die daszNetk besonders bestimmt wird. So

wurden flr eine gezielte Charakterisierung der WA#dt striataler Netzwerke solche
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Substanzen ausgewahlt, die sich auch schon aufeEben einzelnen Zelle als relevant
herausgestellt hatten.

Etwa 90 % der striatalen Neurone gehdren der Grujgreso genannten ,dornigen
Projektionsneuronen” an, die den inhibitorischerutderansmitter GABA freisetzen. GABA
bindet auf postsynaptischer Seite an Rezeptorenddn Einstrom von Chlorid-lonen ins
Zellinnere auslosen, was eine HyperpolarisationMesbranpotenzials zur Folge hat und das
Ausldsen eines Aktionspotenzials erschwert. Bloekddr entsprechenden Rezeptoren, z.B.
durch Bicucullin, steigert die Aktivitat des postgptischen Neurons aber nur dann, wenn
GABA im Zellsystem zur Verfugung steht. Im Cortest der Anteil GABAerger Neurone
deutlich geringer als im Striatum, daher sollte e{BABA-Rezeptor-Blocker die
Netzwerkaktivitat nicht sehr stark verandern. Ddkalkoid Bicucullin blockiert selektiv eine
bestimmte Klasse der GABA-Rezeptoren, die GABRezeptoren. In dieser Arbeit wurde
untersucht, wie sich durch Applikation von Bicuaulldie neuronale Netzwerkaktivitat

striataler Kulturen verandert.

Charakteristisch fur die dicht mit dendritischen rien besetzten GABAergen
Projektionsneurone ist, dass ihr Membranpotenzadi Zustédnde einnehmen kann — einen
hyperpolarisierten ,Down-State* und einen leichpdarisierten ,Up-State“. Nur aus dem
,Up-State* heraus kénnen Aktionspotenziale gefewertden. Der Ubergang vom ,Down‘-
zum ,Up-State” erfolgt bei starkem und kohé&rentexmitatorischen, d.h. depolarisierenden,
Einfluss. Ist dieser Einfluss zu schwach oder iphithicht koharent genug, wird er durch
einen starken einwarts gerichteten Kaliumgleichacdtrom (k) kompensiert. Barium
blockiert Kaliumkanéle, indem es sich — &hnlich d& Natriumkanal-Blocker Tetrodotoxin —
in die Pore eines Kanals setzt und ihn so fir Kallonen undurchlassig macht. Barium zeigt
eine hohe Affinitat fir Kaliumkanéle, die dery Kestimmen, blockiert aber auch unspezifisch
andere Kandle, z.B. solche, die fir die Repolagsatnach dem Feuern eines

Aktionspotenziales (spannungsabhangige Kaliumkai&)everantwortlich sind.

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neunosraitter des zentralen
Nervensystems. Seine Ausschittung aktiviert veesldne Rezeptorentypen an der
postsynaptischen Membran: Metabotrope Glutamat{Remn sind an G-Proteine gekoppelt,
NMDA- und AMPA/Kainat-Rezeptoren sind lonenkanaldurch deren Offnung die
Zellmembran depolarisiert wird. Vorhergehende Stndhaben gezeigt, dass vor allem

NMDA-Rezeptoren das Aktivitdtsmuster neuronalertfrdn bestimmen (Keefer, Gramowski
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et al., 2001). Dockt Glutamat postsynaptisch arotimpe Rezeptoren an, erhéht sich die
Leitfahigkeit fur positive lonen, so dass NatriumduCalzium ins Zellinnere flie3en und

dadurch das Membranpotenzial depolarisieren. Weigh genigend exzitatorische

postsynaptische Potenziale (EPSPs) aufsummierem, wi postsynaptischen Neuron ein
Aktionspotenzial ausgelost, das durchs Axon wedleitet wird. Im adulten Gehirn erhalt das
Striatum allerdings exzitatorischen Input alleinraku corticale Neurone, die ins Striatum
projizieren und dort Glutamat ausschutten. Untetufbedingungen fehlt dieser Einfluss. Um
zu Uberprufen, ob die striatalen Neurameitro selbst Glutamat ausschitten, wurden NMDA-
Rezeptoren mit dem selektiven Antagonisten APV lokxt. Nur wenn sich Glutamat im

Zellsystem befindet, sollte APV die Netzwerkak#éibeeinflussen.

Da der Neurotransmitter Dopamin fur die EntstehdegParkinson-Symptomatik eine
so entscheidende Rolle spielt, interessierte aechEthfluss von Dopamin auf die Aktivitat
der auf den MEA kultivierten striatalen Zellen. @opin wird von Zellen der Substantia nigra
freigesetzt, die ins Striatum projizieren. Bisheurden mindestens finf Rezeptor-Subtypen
charakterisiert, die in Pahnliche und B-ahnliche Rezeptoren unterteilt werden und teils

entgegengesetzte Effekte in der Zelle auslésen.

1.5 Fragestellung

Das Striatum ist ein mit anderen Hirnarealen starschalteter Teil der Basalganglien,
der von einem hohen Anteil gleichformiger GABAerg@ellen gebildet wird. Das
Membranpotenzial dieser GABAergen dornigen Progeigneurone fluktuiert zwischen einem
hyperpolarisierten und einem leicht depolarisiertedustand, aus dem heraus
Aktionspotenziale gefeuert werden koénnen. Die Uleggwahrscheinlichkeit zum
depolarisierten Zustand kann durch die Gabe voiuB&hlorid erhéht werden, das einwarts
gerichtete Kaliumgleichrichter blockiert. Exzitagwhen Einfluss erhalt das Striatumvivo

von Afferenzen aus dem Cortex.

Ausgehend von diesen bekannten Merkmalen des Birsasollten im Rahmen dieser

Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

- Entwickeln striatale Zellen, die stark GABAerg gégtr sind,in vitro ein spontan
aktives oszillatorisches Netzwerk, wie es von ghatergen Hirnarealen (z.B. Cortex,

Hippocampus) bekannt ist?
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- Wie wirkt sich die Blockade von GABA-Rezeptoren ai¢ rdumliche und zeitliche
Organisation der elektrischen Aktivitat striataNatzwerke aus?

- Welchen Effekt hat Bariumchlorid und damit eined@rte Wahrscheinlichkeit fir ein
leicht depolarisiertes Membranpotenzial auf diatdle Netzwerkaktivitat?

- Kbdnnen striatale Zellem vitro exzitatorischen Einfluss generieren, und was bewirk

eine zusatzliche Gabe des exzitatorischen Neutrdiers Glutamat?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden dissoziigeleen aus dem Striatum der Ratte
auf MEAs ausgesat, uber einen Zeitraum von mehfdi@maten kultiviert und wahrenddessen
das rdumliche und zeitliche Muster ihrer spontaeérktrischen Aktivitdt bestimmt. Um
entwicklungsspezifische Charakteristika einzubeaigehwvurden sowohl Zellen embryonaler
(E15) als auch postnataler Wistar-Ratten (PO/PHBpaert. Ebenso untersucht wurden
striatale Zellen, die aus embryonalen Sprague-DaRiten (E18/19) gewonnen und
anschlielend cryokonserviert worden waren. Um digertschaften dieser GABAerg
gepragten Netzwerke mit glutamaterg dominiertenziNetken zu vergleichen, wurden
ebenfalls embryonale corticale Zellen auf MEAs ikidrt (E18/E19; Sprague-Dawley). Der
Cortex ist bei der Ratte ebenso wie beim Mensclasngdo3te Hirnareal und von besonderem
neurophysiologischen Interesse, da er flr die l@h&ognitiven Leistungen verantwortlich
ist. Der Anteil GABAerger Neurone und der Grad gischer Verschaltung innerhalb der

Netzwerke wurde mithilfe der Immunocytochemie basti.

Nachdem zunéchst die Entwicklung der Aktivitat imaufe der Kultivierung
beobachtet worden war, wurde das Aktivitatsmuseerdiriatalen und corticalen Netzwerke
durch Applikation von neuroaktiven Substanzen miedtildie auf lonenkanale wirken oder
die synaptische Ubertragung beeinflussen (KaliurakBtocker, GABA-Antagonisten,
Glutamat-Antagonisten, Glutamat und Dopamin).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Zellkultur

2.1.1 Cryokonservierte corticale und striatale Zellen derRatte

Aliquots dissoziierter Zellen aus dem Cortex (RaaiB Cortex) und dem Striatum
embryonaler Sprague-Dawley Ratten (Rat Brain Simat QBM Cell Science, Ottawa,
Canada) wurden bis zum Gebrauch in flissigem Stitfkgelagert. Jedes Aliquot enthielt vier
Millionen Zellen eines gepoolten Praparationsasatzvon 80-90 Embryonen
(Entwicklungstag 18-19). Durch eine 2-mintitige Ibktion in 37 °C warmen Wasser wurden
die Zellen aufgetaut, in ein Falcon-Tube Uberfilrd anschlieBend vorsichtig und
tropfenweise mit Nahrmedium auf die gewlinschtedf@ite verdinnt. Durch sanftes Wiegen
wurden die Zellen gleichmafdig verteilt. 125 pl bzZa@0 ul der Zellsuspension wurden als
Tropfen auf die MEAs oder Deckglaschen aufgebradiet,anschlielend im Brutschrank bei
37 °C, 5% CQund 95 % relativer Luftfeuchte inkubiert wurderadd vier Stunden wurden

die Zellen mit 1,6 ml Ndhrmedium bedeckt.

2.1.2 Praparation striataler Zellen von embryonalen und pstnatalen Ratten

Fur die Praparation postmitotischer embryonaler rbie& wurden trachtige Wistar-
Ratten am Embryonaltag 15 mit einer Uberdosis dagkdsemittels Ethrane betaubt und
getotet. Der Uterus mit den Embryonen wurde s&rihommen und in eine grol3e Petrischale
Uberfuhrt. Nach der Dekapitation der Embryos wuldde Schadel geotffnet und das Gehirn
entnommen. Ebenso wurde mit neugeborenen Rattefahven. Nach Entfernung der
Meningen wurde ein Coronar-Schnitt an Position Bragl,5 gesetzt, um den aul3ersten,
rostralen Teil des Gehirns abzutrennen. Ein zweBehnitt an Bregma -0,6 trennte den
okzipitalen Teil des Gehirns ab. AnschlieBend wudkr Schnitt unter dem Biokular
betrachtet. Deutlich erkennbar waren die Ventriketerhalb derer sich die Striata befinden,
die nur noch an der caudalen Seite mit einer feiRaizette vom umgebenden Gewebe

abgel6dst werden mussten.
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Abbildung 1: Querschnitt durch das Gehirn einer Rate. Die schraffierten Bereiche wurden fir
unsere Untersuchung striataler Zellen prépariert. Das Striatum setzt sich aus dem Nucleus
caudatus und dem Putamen zusammen. Da diese beid8trukturen aber im Rattenhirn nicht
wie beim Menschen raumlich voneinander getrennt sih werden sie zum Caudate putamen
(CPu) zusammengefasst. An das Putamen grenzt medidér Globus Pallidus an, der bei der
Praparation nicht vom Striatum isoliert wurde (nach Paxinos and Watson: The rat brain in
stereotaxic coordinates; Academic Press, San Diedk998).

Die Striata wurden mit PBS (PAA Laboratories, PasghOsterreich) gewaschen und
anschlielend mit dem Skalpell in kleine Sticke lgesten. Zum Aufschluss des Gewebes
wurde es in ein oder zwei mit 500 pl Trypsin/EDTAsuUNg (Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe)
geflllte ReaktionsgefalRe Uberflhrt und fir 15 man 37 °C inkubiert. Anschliel3end wurde
die Trypsin/EDTA-L6sung vorsichtig abgesaugt uned @Giewebefragmente zweimal mit PBS
gewaschen. Nach einem Waschschritt mit v10-Nahmmedvurden die Gewebefragmente in
diesem Medium aufgenommen und mit einer Pipettgidrt, um die Zellen zu vereinzeln. Die
GefalRe wurden nun fir 5 min stehen gelassen, dsiotit groRere Gewebereste absetzten.
Diese wurden — nach Uberfiihrung des Uberstandesirinneues Reaktionsgefal — mit
frischem Medium erneut trituiert. Auch dieser Ulensl wurde uberfuhrt, und die
Zellsuspension anschlielend fur 5 min bei 1.600 rpm einer Heraeus SEPATECH
Biofuge 13 zentrifugiert[{2.000 g). Der Uberstand wurde abgenommen und eléet Burch
sanftes Trituieren in mv10-Nahrmedium aufgenomnzanm. Ermittlung der Zelldichte wurde
die Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau-Losung (Sigmaufkirchen) verdinnt und in einer
Thoma-Kammer ausgezahlt. Es ergab sich eine duroh8iche Ausbeute von 1,5 Millionen
Zellen pro prapariertem Embryo. Tropfen der Zelgrsion wurden auf das Elektrodenfeld
der MEAs (125 pl) und auf Deckglaschen (100 plgebfacht.
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Nach einer etwa vierstiindigen Inkubation im Brutaok bei 37 °C, 5 % COund
95 % relativer Luftfeuchte waren die Zellen am Bo@degehaftet und die MEAs wurden mit
1,6 ml, die Deckglaschen mit 1 ml angewarmten Né&aioom bedeckt. Nach frihestens vier
Tagen erfolgte der erste Mediumwechsel, der ab daveimal in der Woche durchgefihrt

wurde.

2.1.3 Vorbereitung der MEAs und Deckglaschen

Glas-Deckglaschen mit einem Durchmesser von 13 numdem zur Sterilisation bei
180 °C fur zwei Stunden gebacken und steril einzelrdie Vertiefungen eines 6-wells
Uberfuhrt. Die Deckglaschen wurden mit jeweils 1 Mbly-D-Lysin (PDL; Sigma,
Taufkirchen) in PBS (1 mg/ ml) bedeckt und tberciNabei 4 °C inkubiert. Am folgenden
Tag wurden die Deckglaschen in ein neues 6-weliflibg, dreimal mit PBS gewaschen, mit
13 pg / ml Laminin (Sigma, Taufkirchen) in PBS badeund wiederum tber Nacht bei 4° C
inkubiert. Laminin ist ein Protein der extrazelkd& Matrix und dient — ebenso wie PDL — der
Anheftung der neuralen Zellen auf dem Substrat fondert zudem das Neuriten-Wachstum.
Die MEAs wurden vor dem Gebrauch in destilliertenradser gelagert. Vor einer Aussaat
wurden sie gereinigt, indem sie fur 30 min in 3 éi@M-Losung (Biomed Labordiagnostik,
Oberschleil3heim) inkubiert und anschlielBend mitillestem Wasser abgespritzt wurden.
Dies diente dem Abwaschen moglicher Zellreste ueduNreinigungen, die von der letzten
Aussaat zurtickgeblieben waren. Nachdem die MEAs daiindlich mit destilliertem Wasser
abgespult worden waren, erfolgte die einstindigeiliation in Methanol. Die einzelnen
MEAs wurden anschlieRend unter der Sterilbank zumlaimpfen des Methanols schrag an
die Unterseite einer Petrischale gelehnt. Nachedietva viertelstiindigen Trocknungsphase
wurden sie in die Petrischalen gesetzt und in heidVeise wie die Deckglaschen mit PDL
und Laminin beschichtet. Vor der Aussaat wurden MEAd Deckglaschen dreimal mit PBS
gewaschen und 15 min unter der Sterilbank getrdckme ein Verlaufen der Zellsuspension,
die als Tropfen aufgebracht wurde, zu verhindermsohlieRend wurden sie in den
Brutschrank (37 °C / 5 % GO 95 % relative Luftfeuchte) tUberflhrt. Nach et@&&tunden
wurden pro MEA 1,6 ml und pro Deckglaschen 1 ml id&dium zugegeben.
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2.2 Immunocytochemie

Parallel zur Kultivierung auf MEAs wurden Zellen rfiimmunocytochemische
Untersuchungen auf PDL- und Laminin-beschichtetekDEschen ausgesat, die in den
Vertiefungen eines Multiwells eingelegt waren. Zeitgunkten, wenn die Kulturen auf den
MEAs spontane Spike-Aktivitat zeigten, wurden didsgert. Die Deckglaschen wurden
hierzu in eine mit feuchtem Whatman-Papier und fitaraausgelegte Petrischale Uberfihrt
und zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden di#erZefir 15 min mit 4 %
Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Zum Nachweis desirida Molekils GABA wurde eine
abgewandelte Fixierungsmethode verwandt, die ein@neren Vernetzungsgrad bewirkt.
Hierfur wurden die Zellen fur 5min mit 4% PFA un@3 % Glutardialdehyd und
anschlieBend 20 min mit 1 M Ethanolamin inkubi&thanolamin dient zur Abséttigung noch
freier Aldehydgruppen, die den Antikorper unspezifi binden konnten. Auch bei
Doppelfarbungen von GABA und anderen Antigenen, diB. der Bestimmung des
GABAergen Zellanteils dienten, wurde diese Fixigggmethode gewahlt. Nach drei weiteren
Waschschritten mit PBS wurden die Deckgléaschen3fiimin mit 10 % Ziegenserum und
0,03 % Triton X100 (Sigma, Taufkirchen) in PBS ibiert.

Die Reaktion mit dem Erstantikbrper — oder bei Defipbungen mit den beiden
Erstantikorpern — erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Bietikrper wurden in den folgenden
Verdinnungen eingesetzt. Auch die Inkubation min deetreffenden Zweitantikbrpern
erfolgte Uber Nacht bei 4 °C.

Mouse anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) anoclonal antibody (Chemicon,
Temecula, USA): 1:1000

Rabbit polyclonal antiserum cocktail to neurofilartse(Biotrend, Koln): 1:250
Monoclonal anti-synaptophysin IgG (Sigma, Taufkenh 1:50

rabbit anti-GABA antibody (Sigma, Taufkirchen): Q0D

monoclonal Anti-MAP2 (microtubule associated projei antibody (Sigma,
Taufkirchen): 1:500

Goat-anti-mouse IgG-FITC (Southern Biotech, Birntiag, USA): 1:100
Rhodamine Red-X goat anti-rabbit IgG (Molecularid&s, Eugene, USA): 1:1000
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Als Negativkontrolle dienten Deckglaschen mit Zwaiber ohne Erstantikérper. Nach
einer Zellkernfarbung mit DAPI (4,6-diamidino-2-ptyindol; Boehringer, Mannheim)
wurden die Deckglaschen mit Citifluor (Electron Miscopy Sciences, Hartfield, USA)
eingedeckelt und bei 4 °C gelagert. Die Auswertdag immunocytochemischen Farbungen
erfolgte mit dem Nikon Eclipse TE 200 Fluoreszerkaoskop. Zuféallig ausgewahlte
Gesichtsfelder wurden zuerst fotografiert und als@bnd mit Hilfe der Lucia Software

computerunterstutzt ausgewertet.

2.3 Elektrophysiologie

2.3.1 Technische Ausristung

Zur Ableitung extrazellularer Potenziale wurden Ae&len auf der Glasoberflache von
Mikroelektroden-Arrays (MEAs; Multichannel Systeni®eutlingen) mit 59 Messelektroden
und einer Erdelektrode kultiviert (Abbildung 2).eD80 um grofRen Elektroden bestehen aus
einer Titan/Titannitrid-Legierung, die Isolationkstht aus Siliciumnitrid (SiN). Die
Elektroden sind in einer 1,6 ningroRen, quadratischen 8x8-Matrix mit einem Abstaad
jeweils 200 um voneinander angeordnet (Abbildung 3)

2cm

Abbildung 2: Mikroelektroden-Array (MEA) von Multic hannel Systems (Reutlingen). Sechzig
mit Siliziumnitrid isolierte Ableitbahnen aus Titan fihren zu den Kontaktplattchen, auf die nach
Einspannen in den MEA-Verstarker die Abnehmer aufse&zen. Das Elektrodenfeld befindet sich
in der Mitte des sternférmigen Musters, das in derMitte des MEAs erkennbar ist. Bei der
Aussaat wird hier ein Tropfen der Zellsuspension apliziert. Der Glasring, der auf dem MEA
befestigt ist, ermdglicht die Zugabe von Nahrmediunoder Badlésung.
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Abbildung 3: A) Das zentrale Elektrodenfeld mit den60 Titannitrid-Elektroden des MEAs, die
in einem Abstand von 200 um lokalisiert sind. (B) Br Durchmesser einer einzelnen Elektrode
betragt 30 um. (C) Titannitrid ist in Saulen organsiert. Die daraus resultierende groR3e
Oberflache gewahrleistet eine gute Signalauflésung.

Jeder Elektrode ist eine Nummer zugeordnet, dierikertikalen und horizontalen
Position innerhalb der Matrix entspricht. In deendeckpositionen mit den Nummern 11, 18,
81 und 88 befinden sich keine Elektroden. Jedektilde ist ein einzelner Messkanal
(Channel) zugeordnet. Leiterbahnen aus Titan fihteKontaktplatten, auf die die Abnehmer
des Verstarkers nach Einspannen des MEAs in diespgsmratur aufsetzen. Der mit einer
integrierten Heizplatte ausgestattete Verstarker disrch ein Kabel mit der MC-Card
verbunden, die an das Mainboard eines handels@pliB{Cs angeschlossen wird und mit einer
Abtastrate von 25 kHz arbeitet (Abbildung 4). Signaurden mit der Software MCRack

(Multichannel Systems; Reutlingen) visualisiert wdgenommen.



MATERIAL UND METHODEN 20

Abbildung 4: A) Die Rohdaten der 60 Elektroden wer@n amplifiziert durch den Vor- und

Filter-Verstarker. MEAs werden direkt in den Verstarker eingesetzt. B) Die MC-Card

(Multichannel Systems, Reutlingen) wird an das Maiboard eines handelsiblichen PCs
angeschlossen und kann von sechzig Kanélen simultaaufnehmen. Sie konvertiert analoge
Signale in Echtzeit in digitale Datenstrome bei eigr Abtastrate von 25 kHz.

" R

2.3.2 Signaldetektion und Messparameter

Die nachgeschaltete Analyse und Auswertung der ®ehd erfolgte mit dem
Programm SpAnNer (Result, Tonisvorst). Da die Etktn ein unterschiedlich starkes
Grundrauschen aufweisen konnen, wurde fir jeden aKamdhrend einer 10 %igen
.Lernphase“ zum Beginn jeder Messung die jeweilgmkeschwelle individuell bestimmit.
Die Spikeschwelle entspricht dem Achtfachen den@&edabweichung der durchschnittlichen
Rauschamplitude wéhrend der Lernphase. Nur solgea® wurden als Spike gewertet, die
eine maximale Breite von 2 ms nicht Gberschritted eine Refraktéarzeit von 4 ms einhielten.
Bursts sind Gruppen von schnell aufeinander folgan&pikes. Ein Entropie-basierter
Algorithmus wurde zur Burst-Erkennung eingesetzheEminimale Entropie von 5 war
Voraussetzung fur eine Gruppe von mindestens gné&eS, um als Burst erkannt zu werden.

Die Zahl der spontanen Spikes und Bursts wurde a@ibeElektroden gemittelt.

Weitere Parameter, die im Folgenden zur Beschrgibuder spontanen
Netzwerkaktivitat und ihrer Modulation durch neutthée Substanzen verwendet werden,
sind die durchschnittiche Amplitude der Aktionspatiale, die Burst-Dauer und die
durchschnittliche Anzahl von Spikes, die einen Barssmachen. Um das raumlich-zeitliche
Organisationsmuster der spontanen Aktivitat zu lresioen, wurde der Anteil von Spikes, die
Teil eines Bursts waren (im Gegensatz zu einze8pkes), ausgewertet. Das Unterteilen der

Messungen in ,Bins” von 100 ms Dauer diente damiGleichformigkeit von Spike-Aktivitat
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Uber alle Elektroden hinweg zu charakterisierem Boher Anteil von Bins mit keiner
Aktivitat (,leere Bins®) deutet entweder auf gernkergchwache Aktivitat hin oder auf eine
hohe Konzentration der Spikes innerhalb wenigesBiDies ist z.B. dann der Fall, wenn alle
Spikes nur in auf allen Elektroden synchronen Buosganisiert sind (ein Burst umfasst in der

Regel zwei bis drei Bins von 100 ms Lange).

Der Parameter Cohen’s Kappa misst die Koinzidenz Sjmke-Aktivitat auf zwei
Elektroden, die Uber die zufallsbedingte Koinziddnzausgeht. Auch fir die Berechnung
dieses Parameters wurden die Messungen in BinslO6ms Lange unterteilt. Theoretisch
kann Kappa Werte zwischen -1 und +1 annehmen. E@nt Won 1 beschreibt maximale
Koinzidenz. Bei einer Anzahl von Koinzidenzen, diei rein zuféllig verteilten Spikes
auftreten wirde, belauft sich Kappa auf 0. WenniganKoinzidenzen auftauchen, als nach
der Feuerrate der beiden Kandle zu erwarten gewesern (Spikes sich also eher zu
vermeiden scheinen), nimmt Cohen’s Kappa negativet&Van. Fir N Paare von aktiven
Elektroden, werden N*(N-1)/2 verschiedene Kappai{é/eerechnet. Um die Verteilung von
Kappa uber den ganzen Neurochip zu beschreiberendsr Mittelwert m aus den Kappa-
Werten fur die einzelnen Elektrodenparchen bestimmt

2.3.3 Messprotokoll

Die Neurochips wurden wenige Tage nach AussaaZdlen zum ersten Mal in die
Messapparatur eingespannt und die elektrische W&tiuvn Nahrmedium zwei bis drei
Minuten abgeleitet und aufgenommen. Dies wurde imteren Verlauf der Kultivierung
mehrfach wiederholt, um das Entstehen eines fun&lien neuronalen Netzwerks zu

dokumentieren.

Um die Effekte von Substanzen auf die neuronalewWstkaktivitdt zu untersuchen,
wurden Messreihen in  Standard-Badlosung durchgefiiidiese Badlosung mit
standardisierten lonenkonzentrationen ist mit einéiEPES/NaOH-Puffer auf einen
physiologischen pH-Wert von 7,4 eingestellt, deanders als Nahrmedium — auch ohne
Begasung mit C© stabil bleibt. Sofern nicht anders angegeben, emrdlle fur die
Experimente bendtigten Chemikalien bei Sigma (Tiaciflen) erworben. Fur die Messreihen
wurden solche Neurochips verwendet, die auf vidamalen Aktivitat zeigten und kleine
Zeitintervalle zwischen synchronen Bursts aufwie@lenze Interburst-Intervalle). Nachdem

der Neurochip in die Messapparatur eingespannt evorevar, wurde eine Messung
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durchgefuhrt, dann das N&ahrmedium abgenommen uadZdllen mehrmals mit 1 ml
Badlésung gewaschen.

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Messprdtolls zur Untersuchung einer Substanz-
wirkung auf die neuronale Netzwerkaktivitat.

Mes- Mes- Mes- Mes- Mes- Mes- Mes- Mes-
sung sung sung sung sung sung sung sung
Nahr Badlésung Badldsung || Substanz || Badldsung|| Badlosung|| Substanz || Badldsung.......
1 2 1 3 4 2 5
> Zeit

Nach einer etwa zwanzigminitigen Adaptionsphasedwudie erste zwei- bis
dreiminttige Kontrollmessung gestartet. Daraufhiarde die Badldsung ausgetauscht und
eine zweite Kontrollmessung aufgenommen, um zurkbigren, ob die Aktivitat ein stabiles
Plateau erreicht hatte. Da der Flissigkeitsausteastdem MEA zu Artefakten fiihrt, wurden
die Aufnahmen immer erst ~30 Sekunden nach Zugebé&ldssigkeit gestartet. Nach diesen
zwei Kontrollmessungen erfolgte die erste Messung Substanz in einer bestimmten
Konzentration, gefolgt von zwei weiteren Kontrollssengen und der nachsten Messung in
einer anderen Konzentration oder mit einer and8wdrstanz (Abbildung 5). Die jeweils zwei
Kontrollmessungen dienten dazu, die Stabilitdt AkBvitdtsmusters zu bestimmen und so
abschatzen zu konnen, ob eine eventuelle Anderueg Aktivitat tatsachlich auf
Substanzapplikation zurlckzufiihren oder nur Auddrder intrinsischen Variabilitdt des
Netzwerkes war. Substanzeffekte werden im Folgenmaemer angegeben im Vergleich zum
Mittelwert der vorhergehenden und nachfolgendentkddimessung. Eine Messreihe dauerte
bis zu zwei Stunden. AnschlieBend wurde die Badigswieder gegen Nahrmedium
ausgetauscht, der MEA aus der Messapparatur gahdisin einer Petrischale stehend zurtick
in den Brutschrank gestellt. Die Zellen auf den MB#nnten mehrmals vermessen werden,
und die Aktivitat blieb iber mehrere Wochen hinvegapil.
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2.4 Statistik

Soweit  nicht  anders angegeben, verstehen sich Bgpeb als
Mittelwert £ Standardabweichung. Der Student’s sfTwurde verwendet, um die statistische
Signifikanz von Unterschieden zu bestimmen. BeeeMahrscheinlichkeit von $ 0,05 fur

den Fehler erster Art wurden Unterschiede als Skagmit gewertet.

Waren Spike unabhangig voneinander zufallig verteso lieRe sich die
Wabhrscheinlichkeit fir eine bestimmte Anzahl vonk®p innerhalb eines Zeitintervalls (Bin)

bei gegebener Spikefrequenz mithilfe der PoissoreWeng berechnen:

K

X
Py (k) ="€"
K

Wobeik die Anzahl der Spikes pro Bin darstellt undie erwartete Anzahl von Spikes
pro Bin (Spikefrequenz). Die Wahrscheinlichkeit ®inen Bin ohne Spikex#0) betragt

demzufolge:p, (0) =™
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3 ERGEBNISSE

3.1 Entwicklung von neuronalen Netzwerken am Beispiel articaler und

striataler Zellen

3.1.1 Corticale aber nicht striatale Zellen entwickeln en neuronales Netzwerkin vitro

(CryoCortex / CryoStriatum)

CryoCortex und CryoStriatum wurden aus Sprague-Bgatten an den
Embryonaltagen 18 und 19 prapariert. Beide Zelltypeerden tiefgefroren in der gleichen
Zelldichte (4 x 18/ ml) geliefert. StandardmaRig wurden die Corteléh in einer Dichte von
100.000 Zellen / cfauf MEAs und Deckgléschen ausgesat. Da nach Herstegaben 80-90 %
der Cryo-Zellen in den ersten Tagen nach Aussastedien, waren die effektiven Zelldichten
nach mehreren Tagen in Kultur vermutlich deutlichdniger als die Aussaatdichten. Innerhalb
weniger Stunden nach Aussaat hafteten die Zelleh daf der Oberflache, und die Neurone
begannen Auslaufer zu bilden. Nach wenigen Tagekuhur konnte bei CryoCortex eine
deutliche morphologische Vernetzung beobachtet ever®amit einher ging das Feuern erster
vereinzelter Aktionspotenziale (Spikes) auf wenigelektroden. Im Verlaufe der weiteren
Kultivierung erhohte sich sowohl die Spike-Frequeite auch die Anzahl der Elektroden, von
denen Aktivitat detektiert wurde. Nach etwa eineosdhe in Kultur akkumulierten auf manchen
Elektroden die Spikes zu Bursts. Nach etwa zweidbgs Wochenin vitro bildeten sich Zell-
Cluster, und das Aktivitatsmuster anderte sichttels nun feuerten die Neurone des ganzen
Netzwerkes synchrone Spikes-Bursts. Alle aktiveekEbden, auch weit voneinander entfernt
liegende, waren darin eingebunden. Der maximaletallobszwischen zwei Elektroden auf den
hier verwendeten MEAs betragt 1,72 mm. Die Syncisrerung der Burst-Ereignisse innerhalb
des neuronalen Netzes kann noch Uber diese maxmessbare Distanz hinausgehen. Zeitlich
zwischen diesen synchronen Bursts gelegen, konateauch unkorrelierte Aktivitat beobachten,
zum Uberwiegenden Teil als einzelne, nicht in Bugabundene Spikes. Der Anteil unkorrelierter
Aktivitdt nahm im weiteren Verlauf der Kultivierurap, wahrend die Frequenz der synchronen

Bursts zunahm.
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Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung der
Entwicklung eines funktionalen neuronalen

Netzes

anhand embryonaler striataler Zellen in

Kultur (eStriatum).

A) Spikeraster-Plot der elektrischen Aktivitat
von eStriatum-Zellen nach 9 div. Wahrend eines
Messfensters von 30 Sekunden wurde von sieben

Elektroden Aktivitdt abgeleitet.

Die Aktivitat

war nicht zwischen den Elektroden korreliert

und wi

es unterschiedliche und unregelmalige

Frequenzen auf.

B) Nach 14div wurde von deutlich mehr

Elektroden des gleichen MEAs Aktivitat
abgeleitet, und die Spike-Frequenz hatte

zugenommen. Mehrmals sah man kurze Spike-

Bursts,

die synchron Uber das gesamte Netzwerk

gefeuert wurden.
(Zeitpunkte: 6 s, 14 s, 22 s, 27 S)

C) Noch hohere Spike-Raten wurden nach

28 div

gemessen, und die Korrelation der

Aktivitat auf den verschiedenen Elektroden
nahm zu. Synchrone Bursts waren haufiger zu

sehen.

Manche umfassten nur einen Teil, andere

das komplette Netzwerk. Zwischen diesen
synchronen Ereignissen feuerten viele Neurone
noch einzelne Spikes, die zeitlich nicht mit

anderen

aktiven Zentren des Netzwerks

korreliert waren.
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D) Austausch des Nahrmediums mit einer magnesiumfren Badlosung nach 28 div veranderte
das Aktivitatsmuster des Netzwerkes. Bild C) zeigtlie elektrische Aktivitat des Netzwerkes
unter Nahrmedium und Bild D) nach Auswaschen mit mgnesiumfreier Badlésung. Nahezu
alle Spikes waren nun in synchronen und rhythmisctoszillierenden Bursts organisiert. Der
Anteil unkorrelierter Aktivitat hatte stark abgenom men. Dieser Zustand wurde auch nach
langerer Kultivierungszeit unter Nahrmedium erreicht, bei eStr-Zellen allerdings erst nach

Monaten.
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Dieses Schema der Entwicklung neuronaler Netzwdéirktidt, beginnend mit einzelnen
Spikes hin zu synchronen Spike-Bursts, war allegiéiser Arbeit untersuchten Zelltypen gemein
und ist in Abbildung 6 am Beispiel von Spikeradddots embryonaler striataler Zellen
(eStriatum) gezeigt. Allerdings hing das Tempo @idsntwicklung stark vom Zelltyp und der
eingesetzten Zelldichte ab. Das durch synchronestBuund ,stumme® Interburst-Intervalle

gekennzeichnete Aktivitatsmuster blieb Gber mehkéwaate hinweg stabil.

Zur quantitativen Beschreibung des Netzwerkverhaltder CryoCortex-Zellen wurden
13 reprasentative Messungen mit insgesamt 371vg@ktiElektroden ausgewahlt, die zwischen
Tag 22 und 12 vitro aufgenommen worden waren (Tabelle 1, Abbildunddtichschnittlich
waren 29 + 12 Elektroden ,aktiv, und die mittleBpike-Amplitude der 74.284 registrierten
Aktionspotenziale belief sich auf 57,7 £ 29,9 pV.

Ein Burst bestand durchschnittlich aus 8,4 + 3,&&p Die Uberwiegende Mehrheit aller
Spikes (86 + 8 %) war in Bursts organisiert. DassMuvon kurzen Episoden mit hoher Aktivitat
(Bursts) und langeren Perioden mit keiner Aktivitdgthrend der Interburst-Intervalle lasst sich
am hohen Anteil leerer Bins ablesen. Bei Untertgjlder Messungen in Abschnitte von 100 ms
Lange, waren 89 +5 % dieser Bins leer, d.h. inalerhder Zeitspanne wurde kein Spike
registriert. Bei 74.284 Spikes in 17.400 Bins laje Wahrscheinlichkeit, dass leere Bins
detektiert wirden, bei nur 1,4 %, wenn die Ereigmiein zufallig, also Poisson-verteilt, gewesen
waren. Die niedrige Standardabweichung zeigt, deesses Aktivitatsmuster bei allen Messungen

sehr ahnlich war.

Der hier verwendete Parameter Cohen’'s Kappa didst ladikator fur die
Gleichformigkeit der Aktivitat auf den verschiedenElektrodenpaaren. Er ist gleich 1, wenn
innerhalb eines Zeitintervalls (Bin) auf verschieele Elektroden das gleiche Ereignis stattfindet:
entweder Aktionspotenziale auf allen Kanalen oden lAktionspotenzial auf allen Kanalen. Bei
den ausgewahlten CryoCortex-Messungen wies Colkappa einen Wert von 0,56 + 0,13 auf,

der eine hohe und homogene Korrelation der Aktivitier alle Elektrodenparchen abbildet.
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Abbildung 7: A) CryoCortex-Zellen nach 32 div, ausgsét in einer Dichte von 1 x 10/ cn. Man
erkennt, dass die Zellen Cluster bildeten, die dutt zahlreiche Neuritenstrange miteinander
verbunden waren. B) Spikeraster-Plot der elektriscen Aktivitdt von CryoCortex-Zellen nach
26 div, die ebenfalls in einer Dichte von 1 x 2@ cn? auf einem MEA ausgesat worden waren. Die
Aktivitat war in oszillierenden synchronen Spike-Busts organisiert.

CryoStriatum aus funf Vials unterschiedlicher Cleargvurden auf insgesamt 19 MEAs
ebenfalls in einer Dichte von 100.000 Zellen Pcausgesat. Obwohl die Uberlebensrate der
Zellen nicht niedriger als bei den corticalen CBallen zu sein schien, war nur von 9 MEAs
Aktivitat ableitbar. Zwei dieser MEAs zeigten nadhWochen simultane Burst-Aktivitat, die
restlichen MEAs uber die gesamte Kultivierungszeit unkorrelierte Aktivitat auf bis zu acht
Elektroden (Abbildung 9 A und B). Nach 70 TagenKnltur konnte keine Aktivitat mehr
gemessen werden. Immunofarbungen zeigten, daddatiezahl der CryoStriatum-Neurone auch
nach mehreren Wochen in Kultur nur ein bis zweizkustarke Neuriten formten, die keinen

Kontakt zu benachbarten Neuronen hatten.

FUr eine quantitative Auswertung wurden sechs Megso ausgewahlt, die von sechs
verschiedenen MEAs zwischen den Tagen 12 unuh %tro aufgenommen wurden. Allerdings
reprasentieren diese Messungen nicht das typisehnkealten von CryoStriatum-Zellen, da von
der Mehrzahl der CryoStriatum-MEASs keine Aktivitabgeleitet werden konnte (Tabelle 1).
Insgesamt wurde von 48 Elektroden Aktivitat regestr Pro Messung waren nur 85
Elektroden ,aktiv“. Die durchschnittliche Amplitudker 9.486 detektierten Spikes belief sich auf
68,8 £ 22,1 uV. Ein Burst beinhaltete 5,7 £ 2,2k8pi 37 £ 27 % der Spikes waren in Bursts
integriert, die allerdings nicht Uber alle Elekteod synchronisiert waren. Die hohe
Standardabweichung ist darauf zurlckzufiihren, dassAnteil der Spikes in Bursts zwischen
den Extremwerten 5 % und 85 % schwankte.
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62 = 23 % der 100 ms langen Bins waren leer, alswe dAktivitdt. Dieser relative hohe
Wert ist aber weniger wie im Fall von CryoCorteX aine Bindelung der Aktionspotenziale in
kurze Zeitintervalle zurlickzufiihren, sondern vderal auf eine generell schwachere Aktivitat.
Die 9.486 Spikes verteilten sich Gber eine Messdaae 780 s. Somit lage bei einer Poisson-
Verteilung die Wahrscheinlichkeit fur leere Bing memerhin 30 %. Die Korrelation — Uiber eine
rein zufallige Korrelation hinaus — zwischen demrkEloden war relativ schwach, ablesbar am
geringen Wert fir Cohen’s Kappa (0,11 £ 0,17). Aegder GABA-Antagonisten Bicucullin und
Zink oder des exzitatorischen Neurotransmitterst&bhat konnte keine Aktivitat in ,stillen®

MEAs induzieren.

3.1.2 Co-Kultivierung von corticalen und striatalen Zellen induziert keine Netzwerk-
Aktivitat (CryoCortex / CryoStriatum)

Da striatale Neuronén vivo exzitatorischen Input von Projektionsneuronen dem
Cortex erhalten, wurde in dieser Arbeit untersuchx,corticale Neuroné vitro die striatalen
Neurone zum Feuern anregen kénnen. Segal et d&3)2ferichteten, dass striatale Zellen nur
dann dendritische Dornen und funktionelle Synagskten, wenn sie mit einem kleinen Anteil
corticaler Zellen co-kultiviert werden. Zugabe VBhutamat ins Medium gentigt nicht, um diesen
Effekt auszulGsen.

Co-Kulturen von CryoStriatum (100.000 / 9mmit unterschiedlichen Konzentrationen
von CryoCortex (5 — 50 %) zeigten nur geringe spoatSpike-Aktivitat (Abbildung 8). Die
Aktivitat von Co-Kulturen mit einem héheren Antedrticaler Zellen% 25 %) war durch seltene
und kurze korrelierte Bursts auf relativ wenigeeKioden gekennzeichnet, die von Einzelspike-
Aktivitat umgeben waren, ahnlich dem Aktivitatsmarssehr diinn ausgesater corticaler Kulturen
(Tabelle 1; vier Messungen von zwei verschieden&ABmit 7.472 Spikes auf 31 Elektroden:
60 = 15 % der Spikes in Bursts; Cohen’s Kappa v@i & 0,27; 6,3 £ 2,1 Spikes in einem Burst;
72 £ 13 % der 4.800 Bins waren leer).

Immunofarbungen zeigten, dass die Morphologie deyoStriatum-Neurone nicht
sichtbar durch den Einfluss corticaler Neurone ®&r €o-Kultur verandert wurde. Beide
Zelltypen waren durch Form, Neuritenbildung undefsitat der GABA-Anfarbung zu
unterscheiden. Es lie3 sich allerdings ebenso weing Vernetzung der beiden Zelltypen
untereinander beobachten wie eine veranderte Mtogigoder striatalen Neurone im Vergleich

zu Mono-Kulturen.
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Abbildung 8: Co-Kultur von CryoStriatum mit einem Anteil von 30 % CryoCortex nach 22 div mit

einer Zelldichte von 1 x18/cn?. Die Zellen erschienen relativ homogen verteilt, nd die

Neuritenbildung war deutlich schwacher ausgepragt la in rein corticalen Kulturen. Pfeile zeigen
beispielhaft zwei corticale Zellen, die etwas groResind als striatale Zellen und eine starkere
Lichtbrechung aufweisen.

B) Der Spikeraster-Plot einer Co-Kultur von CryoStriatum mit einem Anteil von 25 % CryoCortex

nach 29 div zeigte nur auf relativ wenigen Elektrodn Aktivitat. Diese war Uberwiegend in
synchronen Spike-Bursts organisiert, wobei die Buts jeweils nur aus wenigen Spikes bestanden.

3.1.3 Sehr dichte striatale Kulturen zeigen Netzwerkaktivtat (CryoStriatum)

Auf jeweils vier MEAs wurde CryoStriatum in hdherBichten von 2.5 und 5 x 0 cn?
ausgesat. Drei der vier MEAs mit 2,5 1@nf zeigten nach drei Wochen synchrone Burst-
Aktivitat auf bis zu 20 Elektroden mit bis zu metenre Minuten langen Interburst-Intervallen und
zwei der vier MEAs mit 5 x 10 cn?, allerdings erst nach vier Wochen in Kultur (Alkihg 9 C
und D). Von den restlichen drei MEAs wurde nur um&berte Aktivitat abgeleitet. Die
guantitative Auswertung von funf Messungen mit ebirsdenen MEAs nach 27 div ergab Werte,
die denen der dunner ausgesaten aktiven CryoSirimtEAs sehr stark ahnelten. Lediglich

Cohen’s Kappa war etwas hoher (Tabelle 1).

Eine noch hdhere Aussaatdichte der CryoStriaturte@elar nicht moglich, da Cryo-
Zellen laut Herstellerangaben keine Zentrifugatitrerleben und somit die vorgegebene Zell-
Konzentration von 4 x 0 ml (entsprechend einer Aussaatdichte von 5° t@7) nicht
tiberschritten werden konnte. Die Aussaat mit univemter Zellsuspension (5 x 20cnf) fiihrte
vermutlich deshalb nicht zu einer héheren Ausbeote MEAs mit synchronen Bursts als bei
einer halb so hohen Dichte von 2,5x1@nf, da das Einfriermedium méglicherweise

cytotoxisch wirkte und somit weniger Zellen Ubetb Immunofarbungen zeigten, dass
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CryoStriatum bei diesen hohen Aussaatdichten kotep@kuster mit bis zu 150 Zellen formte

(einschlieBlich Gliazellen), die durch wenige langed kraftige Axon-Bundel miteinander

verbunden waren.
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Abbildung 9: Einfluss der Aussaatdichte auf die Mophologie und elektrische Aktivitdt von
CryoStriatum.

A) CryoStriatum-Zellen, in einer Dichte von 1 x 10/ cn? ausgesét, waren nach 22 div gleichméaRig
verteilt. B) Wie der Spikeraster-Plot einer MEA-Messung von in gleicher Dichte ausgesatem
CryoStriatum nach 29 div zeigt, wurden nur von wenjen Elektroden Spikes registriert, deren
Verteilung zwischen den Elektroden stark variierte.

C) Die lichtmikroskopische Aufnahme von CryoStriatum nach 23 div in einer Dichte von
2,5 x 16/ cn? zeigte deutlich voneinander getrennte Zell-Clusterdie durch lange und kraftige
Neuritenbiindel verbunden waren. D) Der SpikerastefPlot von in hoher Dichte (2,5 x 10/ cnr)
ausgesatem CryoStriatum nach 27 div zeigt elektrige Aktivitat auf deutlich mehr Elektroden. Die
Zellen feuerten zudem gelegentliche Gber das Netzukesynchrone Spike-Bursts. Zwischen diesen
Bursts wurden unkorrelierte Spikes registriert.
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Zahl der Anteil Anteil
_ _ Burst- , _ Cohen’s
Zelltyp und -dichte Messungen Spikes pro Spikesin| leerer
Dauer ) Kappa
Burst Bursts Bins

CryoStriatum dgnn  ("=6: 780s Messzeit; 9485 ¢ 7 298ms | 37% | 62% 0,11
Spikes auf 48 Elektrodeny

(1 x 1G/cn?) 12-50 div) (+2,2) |(*=329ms) (+27%)| (x23%) | (+0,17)

(n=5; 600s Messzeit; 54(1‘1
Spikes auf 60 Elektroden
27 div)

CryoStriatum dicht
(2,5-5 x 16/cn)

6,2 164ms| 36% | 60% 0,27
+1,2) | (x59ms)| (£23%)| (24%) | (x0,13)

CryoStr/CryoCx- (n=4; 480s Messzeit; 752D
CoKultur Spikes auf 31 Elektrodeny
29-41 div)

6,3 207 ms 60 % 72% 0,31

(£2,1) (£55ms)| (x15%)| (x13%) | (+0,27)
(25-50 % CryoCx)

(n=13; 1740s Messzeit;
74284 Spikes auf 371
Elektroden; 22-123 div)

CryoCortex
(1 x 10/cnT)

8,4 144ms| 86% | 89% 0,56
(+33) | (*42ms)| (+8%) | (x5%) | (+0,13)

N CryoStr duinn vs.
Signifikanz . p=06 | p=037| p=09 | p=09 | p=01
CryoStr dicht

CryoStr dinn vs.
p =0,05 p=0,3 p=0,005 p=0,03 | p<0,001

CryoCortex

Tabelle 1: Die quantitative Analyse von dinn und dihter ausgesaten CryoStriatum-Zellen
offenbarte keine signifikanten Unterschiede in derausgewerteten Parametern, wohingegen sich
CryoCortex in solchen Parametern deutlich von beide CryoStriatum-Gruppen unterschied, die
die raumliche und zeitliche Organisation der Netzwekaktivitat beschreiben. Der Anteil von Spikes
in Bursts, von Bins ohne Spikes sowie der Wert Cohé Kappa war in corticalen Kulturen jeweils
hoher (Binbreite jeweils: 100 ms).

3.1.4 Nur sehr dichte striatale Kulturen entwickeln neuronale Netzwerke
(eStriatum / pStriatum)

Der Einfluss einer noch hoheren Aussaatdichte aef Ausbildung funktioneller
Netzwerke durch striatale Neurone liel3 sich nichit @myo-Zellen untersuchen, da diese keine
Zentrifugation Uberleben. Deshalb wurden fir didgdoden Experimente frisch préparierte
Neurone aus dem Striatum von Wistar-Ratten eingedaa die Uberlebensrate nach der Aussaat
bei diesen Zellen deutlich héher lag als in deno&ylturen, sind die ,effektiven” Zelldichten
nicht eins zu eins Ubertragbar. Um den Einfluss dagwicklungszustandes auf die
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elektrophysiologische Aktivitat zu untersuchen, denm sowohl Zellen von embryonalen (E15;

eStriatum) als auch von neugeborenen Wistar-Rgtstriatum) prapariert.
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Abbildung 10: A) Phasenkontrast-Aufnahme von eStrisum-Zellen in einer Dichte von 5 x 18/ cn?
nach 9 div. Die Zellen waren so dicht gepackt, dasie die Oberflache des Deckglaschens komplett
bedeckten. Dennoch war eine leichte Tendenz zur terbildung erkennbar. B) Der Spikeraster-
Plot zeigt das Aktivititsmuster von eStriatum mit éner Dichte von 10 x 18/ cn? nach 27 div.
Neben Einzel-Spike-Aktivitat auf vielen Elektrodenerkennt man auch synchrone Burst-Ereignisse,
die das gesamte Netzwerk umfassen.

C) Eine homogene Verteilung ohne Clusterbildung zgten eStriatum-Zellen, die in einer Dichte von
2,5 x 18 / cn? ausgesat worden waren (9 div). D) Auf dem Spikersear-Plot von eStriatum in gleich
niedriger Dichte nach 17 div erkennt man Einzel-Sgie-Aktivitat, aber keine synchronen Spike-
Bursts.
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Sowohl eStriatum und pStriatum zeigten, wenn sieitier Dichte von 0.5 — 2 x i0cnf
ausgesat worden waren, in Immunoféarbungen einkesf@@ndenz zur Bildung von Zell-Clustern,
die durch kréaftige axonale Bindel verbunden waBmchrone Spike-Bursts wurden nach etwa
zwei Wochen gefeuert (Abbildungen 10 A und B; 11BA, Geringere Aussaatdichten fuhrten zu
einem Aktivititsmuster ohne jegliche Korrelationigehen den Elektroden (2,5 x“/0cnf) oder
verzégerten das Auftreten synchroner Bursts um eigieere Woche (1 x £0 cnf; Abbildung
10 C und D). Immunofarbungen zeigten, dass eStnatellen bei einer Aussaatdichte von
2,5 x 10 / cnf kaum Cluster bildeten, sondern homogen verteitewaVergleichbar mit den in
geringer Dichte ausgeséaten CryoStriatum-Kulturettehadie Neurone nur kurze Neuriten und
waren kaum miteinander verbunden. Noch diinnere gatdichten (1 x 10 cnf) filhrten zum

Absterben der Zellen.

3.1.5 Der Entwicklungszustand der striatalen Zellen hat leinen Einfluss auf das

Netzwerkverhalten (eStriatum und pStriatum vs CryoQortex)

Die Entwicklung der elektrophysiologischen Aktivitéon eStriatum und pStriatum, die in
einer Dichte von 0.5 — 2 x i0cn? ausgesat worden waren, begann nach 3-4 Tagen mit
einzelnen Spikes auf wenigen Kandlen, ging nachi ¥M@chen in synchrone Burst-Aktivitat
Uber und war bis zu zwei Monaten messbar (AbbildLddd und 11 B). Die maximale Aktivitat
mit Bursts auf bis zu 50 Kanalen war nach etwa &weichen erreicht. Es liel3 sich kein
signifikanter Unterschied zwischen eStriatum undripam feststellen, weder beziglich der

Entwicklung noch der Organisation ihrer elektristitivitat (Tabelle 2).
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Abblldung 11: A) Postnatal gewonnene striatale Zedin (pStriatum) nach 15 div. Auch hier bildeten
sich bei einer hohen Aussaatdichte von 10 x310cn? dreidimensionale Cluster-Strukturen.

B) Neben im Netzwerk synchronisierten Bursts zeigder Spikeraster-Plot noch unkorrelierte
Einzel-Spike-Aktivitat auf zahlreichen Elektroden (10 x 16 / cn¥, 10 div).
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Die Auswertung von jeweils 13 reprasentativen Magea zeigt, dass sowohl die Spike-
Amplitude (eStriatum: 51,6 + 24,6 pV; pStriatum:, 23 17,7 uV) als auch die Burst-Dauer
(eStriatum: 202 + 108 ms; pStriatum: 363 + 364 msyl die Zahl der Spikes in einem Burst
(eStriatum: 8,9 + 3,7; pStriatum: 7,1 £2,2) ahmliboch ausfielen. Es fiel auf, dass beide
striatalen Zelltypen auch nach mehreren Wochen uituK im Gegensatz zu CryoCortex
unkorrelierte Aktionspotenziale feuerten, die nichBursts organisiert waren. Ablesbar ist dies
am vergleichsweise niedrigen Anteil von Spikes, dieill von Bursts waren (eStriatum:
63 £ 19%; pStriatum: 51 + 24 %). Die Kombinatiomvooher Burst-Aktivitat und unkorrelierten
Spikes wahrend der Interburst-Intervalle fihrteemmem geringen Prozentsatz von Bins ohne
Aktivitat (eStriatum: 50 £ 31 %; pStriatum: 48 + 34d).

Eine zufallige Verteilung der Spikes (Poisson-Viuiteg) hatte dennoch in beiden Féllen
eine viel geringere Wahrscheinlichkeit fiir leer@derwarten lassen (eStriatum: p = 9,7 X%10
bei 82.271 Spikes in 2.110 s; pStriatum: 1,8 X“llei 56.545 Spikes in 2.520 s). Das stark
unterschiedliche Verhalten von Elektrodenpaaremagttsich nieder in Cohen’s Kappa-Werten,
die deutlich unter denen von CryoCortex liegen rjagim: 0,33 + 0,18; pStriatum: 0,31 + 0,25;
CryoCortex: 0,56 = 0,13). Im weiteren Verlauf denltivierung nahm der Anteil der einzelnen
Spikes in den striatalen Kulturen zwar immer we#ly erreichte aber nur selten das Niveau von

CryoCortex.

Die eStriatum- und pStriatum -Messungen untersemesich auch untereinander stark in
der Organisation der Aktivitat, erkennbar an dehdmStandardabweichung in den Kategorien
»Anteil Spikes in Bursts” und ,Leere Bins“ im Vemjth zu CryoCortex. Anscheinend ist das
Aktivitatsmuster mit synchronen Spike-Bursts undillgn® Interburst-Intervallen ein sehr
stabiler Zustand, der auch von striatalen Zellehresdd ihrer Entwicklung angestrebt, aber von

corticalen Zellen leichter erreicht wird.
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_ Zahl der Anteil Anteil
Spike- _ Burst- , _ Cohen’s
Zelltyp Messungen _ Spikes Spikesin| leerer
Amplitude Dauer _ Kappa
pro Burst Bursts Bins
_ (n=13;2.520s Messzelt. 43 9 v 7.1 363ms| 51% 48 % 0,31
pStriatum  56.545 Spikes auf 421
Elektroden; 10-24 div) *17,7pV)| (x22) | (x364ms) (x24%)| (x31%)| (+0,25)
_ (n=13;2.100sMesszq 59 6 v 8,9 202ms | 63 % 50 % 0,33
eStriatum  82.271 Spikes auf 344
Elektroden; 14-41 div) (x246pVvV)| (3,7 | (x108ms) (x19%) | (x31%)| (+0,18)
Cryo- (=13, 1.740s Messzelt 57 7 LV 8,4 144ms| 86% | 89% 0,56
74.284 Spikes auf 371
Cortex Elektroden: 22-123 dif) (299 MV) | (£3,3) | (x42ms)| (x8%) | (¢5%) | (£0,13)
Signifikanz  pStr vs CryoCx p=0,17 p=0,25| p=0,05| p<0,001| p<0,001| p=0,005
pStr vs eStr p=0,38 p=0,14 p =0,15 p = 0,21 p =0,87 p 89,

Tabelle 2: Zwischen den embryonal (eStriatum) und pstnatal (pStriatum) gewonnenen striatalen
Zellen liel3 sich in keinem der ausgewahlten elektghysiologischen Parameter ein signifikanter
Unterschied feststellen. Auch CryoCortex und pStrisum unterschieden sich lediglich in solchen
Parametern deutlich, die die rdumliche und zeitlicle Organisation der elektrischen Aktivitat
beschreiben. So war der Anteil von Spikes, die inusts eingebunden sind, bei CryoCortex deutlich
hoher als in den striatalen Kulturen. Bei der Unteteilung der Messungen in Bins von 100 ms
Dauer, lag der Anteil von Bins, die trotz hoher Aktvitat keinen Spike beinhalteten, bei CryoCortex
bei fast 90 %, bei den striatalen Kulturen nur beietwa 50 %. Dies zeigt, dass sich bei CryoCortex
kurze Phasen sehr hoher Aktivitat mit solchen abwedtselten, in denen im gesamten Netzwerk keine
Aktionspotenziale gefeuert wurden. In striatalen Kdturen waren diese Phasen, die keinerlei
Aktivitat aufwiesen, seltener. Cohen’s Kappa spiededie Ahnlichkeit von Aktivitaitsmustern auf
unterschiedlichen Kanalen wieder (Binbreite: 100 ms Der hohere Wert von Kappa bei
CryoCortex im Vergleich zu den striatalen Kulturen zeigt eine hohere Gleichférmigkeit der
Aktivitat im gesamten Netzwerk an.
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3.2 Immunocytochemische Charakterisierung striataler um corticaler

Zellen

3.2.1 Astrocyten

Alle Zellkulturen waren Mischkulturen aus Neuronamd Gliazellen. Doppelfarbungen
mit Antikorpern gegen den Astrocyten-Marker GFARa(dfibrillary acidic protein) und gegen
Neurofilamente zeigten fiur alle Zelltypen ein Vdthi& von Neuronen zu Astrocyten von
ungefahr 1:1. Die Immunofarbungen wurden durchgefidu Zeitpunkten, wenn parallele
Ansatze auf MEAs elektrische Aktivitdt aufwieserbvahl Astrocyten in den hier untersuchten
Kulturen im Gegensatz zu den postmitotischen Neemdrilungsfahig waren, zeigten Zeitreihen
mit CryoCortex-Zellen, dass sich Astrocyten Ubevaetrei Wochen vermehrten und ab diesem
Zeitpunkt nur noch ihre Morphologie veranderten WAdung 12). CryoCortex wies einen
Astrocyten-Anteil von 54 +7 % (n=7; 36 und 39;dAbbildung 14 A) auf. Ahnliche Werte
wurden fur CryoStriatum (53 £ 9 %; n = 9; 36 unddd; Abbildung 14 B), eStriatum (52 + 9 %;
n = 6; 26 div; Abbildung 14 C) und pStriatum (542 %; n = 17; 9 and 19 div; Abbildung 14 D)

bestimmt.

Abbildung 12 (nachste Seite): Doppelfarbungen gegatas Astrocyten-spezifische Protein GFAP (glial
fibrillary acidic protein; griin) und den Neuronen-M arker Neurofilament (rot) zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Kultivierung von CryoCortex. Nach 4 div war der Anteil von Astrocyten noch sehr
gering, und die Neurone wiesen nur wenige Neuriteauf (A). Nach 18 div waren schon deutlich mehr
und langere Neuriten gebildet worden, wahrend sicllie Anzahl der Astrocyten leicht erhdht hatte.
(B) Nach 39 div hatten die Neurone ein dichtes Netzrk entwickelt mit vielen Neurofilament-
immunreaktiven Axonen, wahrend die Astrocyten siclum die neuronalen Zell-Cluster gelegt und ihre
Morphologie verandert hatten. GFAP akkumulierte nunin Teilbereichen des Zellkdrpers (C). Weitere
Kultivierungszeit bewirkte keine deutliche morpholagische Veranderung des Netzwerks mehr. Die
Immunofarbung nach 67 div zeigte ein ahnliches Bilavie nach 39 div (D).

E) Doppelfarbung gegen die Intermediarfilamente GFA (griin) und Neurofilament (rot) von
CryoCortex nach 32 div in einer starkeren VergréfReung. Deutlich sind die von den Clustern
neuronaler Zellen ausgehenden Neurofilament-positan Axone zu erkennen. Die Astrocyten bedecken
mit ihren GFAP-haltigen Auslaufern diese Cluster.



ERGEBNISSE

CryoCortex : CryoCortex
4 div ~ Bdyv -

3 C;r'yoC‘dftex

" 2. 67 div

.
- .

Abbildung 12




ERGEBNISSE 38

&
of 4‘ ‘%
1eP S

P e
. CryoCaitex !
R .": .

W

U
o
. e

1/‘ »

Abbildung 13: Doppelfarbungen des Astrocyten-Markes GFAP (grin) und des neuronalen
Proteins Neurofilament (rot) zeigten, dass alle uetsuchten Zelltypen in etwa gleiche Anteile von
Neuronen und Astrocyten aufwiesen. A) CryoCortex neh 46 div (1 x 18/ cn), B) CryoStriatum
nach 27 div, (5 x 18/ cn), C) eStriatum nach 26 div (10 x 10/ cn?) und pStriatum nach 9 div
(10 x 16 / cn?).
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3.2.2 Synaptophysin

Das Glycoprotein Synaptophysin ist in prasynapgscNesikeln lokalisiert und an der
Modulation synaptischer Aktivitat betelligt. esisiesich in allen corticalen Kulturen nachweisen
(Abbildung 14 A), aber nur in den Axon-Bundeln ubell-Clustern von striatalen Kulturen mit
hoher Dichte (CryoStriatun® 2,5 x 16/ cnt; eStriatum:> 1 x 16 / cnf; Abbildung 14 B). In
Co-Kulturen von CryoStriatum mit CryoCortex war @ptophysin nur in den corticalen
Zellarealen lokalisiert (Abbildung 14 C). Die Symaphysin-Farbung war in CryoCortex-
Kulturen immer intensiver als in striatalen Kultay@uch wenn diese sehr dicht ausgesat worden

waren.

CryoCortex eStriatum”

, Co-Kultur
Abblldung 14: A) CryoCortex nach 36 div in CryoStriatum/CryoCortex

einer Dichte von 1 x 18/ cn? zeigte eine starke
Synaptophysin-Expression in den Somata und
punktférmig in den Neuriten der Zellen.

B) EStriatum, das ebenfalls in einer Dichte von
1x 10/ cn? ausgesét worden war, bildete nach
26 div zwar Cluster, aber es war nur eine sehr
schwache Synaptophysin-Expression erkennbar
Die Immunofarbung war in Zellkérpern starker
als in Neuriten.

C) Das Bild zeigt eine Co-Kultur von
CryoStriatum (1 x 10°/ cn?) mit einem 5 %igen
Anteil von CryoCortex-Zellen. Nur in den
Neuriten corticaler Zellen (Pfeil) war die
Immunofarbung positiv fir Synaptophysin.
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3.2.3 GABA

Doppelfarbungen mit Antikérpern gegen den neurondfarker MAP2 und gegen den
Neurotransmitter GABA dienten zur Abschatzung degefs inhibitorischer Neurone in den
verwendeten Kulturen. Fur CryoCortex wurde so eiiel GABAerger Neurone von 20 £ 11 %
ermittelt (n=5; 36 and 39 div; Abbildung 15 A).hAliche Werte ergaben sich auch fiir
CryoStriatum (22 £18 %; n=13; 36 and 37 div; Athbbng 15 C und D) und eStriatum
(25 +13 %; n=41; 19 div; Abbildung 15 E und Ber Anteil GABA-positiver Neurone in
pStriatum-Kulturen lag héher (51 + 18 %; n = 1Bl 19 div; Abbildung 15 B).

Diese Werte sollten allerdings als grobe Schéatzungetrachtet werden, da die
Auszahlung durch die Bildung dreidimensionaler Biten wie den kompakten Zell-Clustern in
striatalen Kulturen mit hoher Zelldichte stark émsert wurde. Daher wurden nur Kulturen mit
niedriger Zelldichte fur die Auswertung herangezaggebwohl der Anteil GABAerger Neurone
innerhalb der striatalen Zell-Cluster deutlich holag als in Arealen mit vereinzelten Neuronen.

Abbildung 15 (nachste Seite): Doppelfarbungen des ddyronenmarkers MAP2 (microtubule
associated protein 2; grin) und des inhibitorischenNeurotransmitters GABA (rot) zeigten
spezifische Unterschiede in der Netzwerkausbildungwischen den einzelnen Gewebetypen aber
auch bei verschiedenen Aussaatdichten der striataleKulturen. MAP2 ist bevorzugt in Zellkdrpern
und Dendriten, seltener in Axonen lokalisiert.

A) In CryoCortex-Kulturen (25 div; 1 x 10° / cn) waren distinkte GABAerge Neurone zu erkennen,
die etwa ein Funftel der Gesamtpopulation ausmachte

B) Die dicht ausgesaten pStriatum-Kulturen bildetengroRRe Zell-Cluster (26 div; 1 x 18/ cn?).
Dabei zeigte ein Grof3teil der Neurone, die in dies€luster eingebunden waren, eine nur schwache
GABA-Expression, wahrend bei Zellen, die nicht Teildieser Cluster waren, der Anteil GABAerger
Neurone geringer, die Immunfarbung dafir aber deutich starker ausfiel.

C) Dinn ausgeséate CryoStriatum-Zellen (36 div, 1 0’/ cn¥) wiesen nur wenige und kurze
Neuriten auf und waren daher kaum vernetzt. Nur weige Zellen waren positiv fir GABA, zeigten
aber eine sehr starke Immunfarbung.

D) In dichten CryoStriatum-Kulturen (27 div, 5x 10°/ cn?) waren fast alle Neurone in Cluster
eingebunden und zeigten durchweg nur eine schwaclBABA-Expression.

E) Diinne eStriatum-Kulturen (19 div, 2,5x 16/cn?) zeigten ein &hnliches Bild wie diinne
CryoStriatum-Zellen: eine sehr schwache Vernetzungnd distinkte GABAerge Neurone.

F) Dicht ausgesétes eStriatum (26 div, 1 x iDcnr) dhnelte in seiner Erscheinung pStriatum. Fast
alle Neurone zeigten eine lediglich schwache GABAxRression und waren in Cluster eingebunden.
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Abbildung 15
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3.3 Modulation der Netzwerkaktivitat

3.3.1 Magnesium-Entzug gleicht die Netzwerkaktivitat von corticalen und striatalen

Zellen einander an

Magnesium moduliert die synaptische Effizienz undeify in die durch den
exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat verntitdtrregung postsynaptischer Neurone ein,
indem es bestimmte Glutamat-Rezeptoren, so genadwkti@A-Rezeptoren, blockiert. Dieser
Magnesium-Block wirdin vivo durch eine Uberschwellige Depolarisation der Zetirngan
aufgehoben. Ist im umgebenden Medium kein Magnesikorhanden, werden NMDA-
Rezeptoren leichter aktivierbar. Durch den Entzag Magnesium wurde das Aktivitatsmuster
von pStriatum und eStriatum deutlich verandert, i@l es auf CryoCortex nur einen geringen
Effekt hatte (Tabelle 3).

Es wurden jeweils zehn Messungen unter Neurobasditvh und die zehn
nachfolgenden Messungen unter magnesiumfreier Badt) ausgewertet: Die unkorrelierten
einzelnen Spikes, die eStriatum und pStriatum wihceer Interburst-Intervalle feuerten, wurden
durch den Magnesium-Entzug unterdriickt (Abbildu6y Somit nahm sowohl der Anteil Spikes
in Bursts deutlich zu (pStriatum: von 54 + 22 % &8 + 5 %, eStriatum: von 62 + 18 % auf
81 £ 10 %) als auch der Anteil leerer Bins (pStmat von 49 + 31 % auf 87 = 9 %, eStriatum:
von 31 +£22 % auf 71 £ 9 %). Die starkere Gleichfiykeit der Aktivitat auf den Elektroden
schlug sich auch in einem hoheren Cohen’s Kappa-Weder (pStriatum: von 0,35 £ 0,23 auf
0,49 * 0,14; eStriatum: von 0,29 £ 0,11 auf 0,40, #3).

In den Messungen von CryoCortex war die Aktivitéhan unter Nahrmedium so stark
korreliert wie die striatalen Kulturen nach MagmesiEntzug. Die Inkubation mit
magnesiumfreier Standard-Badlosung fuhrte bei mam&arametern zu einer leichten Abnahme
(Anteil Spikes in Bursts: von 83 £ 12 % auf 71 +%3Leere Bins: von 73 + 27 % auf 75 = 7 %;
Cohen’s Kappa: von 0,48 £ 0,13 auf 0,38 + 0,05) ghttherweise ist dieses Phanomen aber auf
eine Schwéache der Analyse zurlckzufuhren, da minh ddediumwechsel oftmals eine
Verringerung der Spike-Amplitude einherging. DieSnkte dazu gefiihrt haben, dass einige
Spikes unter die Spikeschwelle des Analyseprograifieien und einige Bursts nicht mehr als
solche detektiert werden konnten. Mit bloRem Auga keine Abnahme der Korrelation zu

beobachten. Der Entzug von Magnesium scheint diapische Effizienz der striatalen Kulturen
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auf einen Level zu erhdhen, der mit einer ,Gleitladiting” der Zellen einhergeht und das die
corticalen Netzwerke bereits in Magnesium-haltigdedium erreichen.
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Abbildung 16: Der Wechsel von Néhrmedium auf magnésmfreie Badlosung bewirkte eine
deutliche Veranderung in der Organisation der Netzverkaktivitat.

A) Unter Nahrmedium zeigte pStriatum nach 8 dv synbrone Spike-Bursts, die von unkorrelierten,
einzelnen Aktionspotenzialen umgeben waren.

B) Nach Magnesiumentzug (rechts) waren nahezu all8pikes in Bursts eingebunden, die vom
ganzen Netzwerk synchron gefeuert wurden.
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Medium Ar.1teil Spikes Anteil. leerer Cohen's Kappa
in Bursts Bins
(8-24 div; n=10; | (36.923 Spikes auf 319 Elektrodeft)  (+ 22 %) (£ 31 %) (£0,23)
1.920 s Messzeil) \agnesiumfreie Badlosung 88 % 87 % 0,49
(37.442 Spikes auf 323 Elektrodef) (x5 %) (9 %) (x0,14)
Signifikanz: p < 0,001 p = 0,003 p = 0,096
eStriatum Nahrmedium 62 % 31 % 0,29
(14-41 div; n=10| (95.215 Spikes auf 398 Elektrodeft)  (+ 18 %) (£ 22 %) (£0,11)
1.620 s Messzell) Magnesiumfreie Badlosung 81 % 71 % 0,41
(84.460 Spikes auf 350 Elektrodef) (10 %) (£9 %) (£ 0,13)
Signifikanz: p = 0,023 p < 0,001 p=0,017
CryoCortex Nahrmedium 83 % 73 % 0,48
(22-84 div; n=10] (127.041 Spikes auf 400 Elektroddn) (12 %) (£27 %) (£0,13)
1.800 s Messzeil) Magnesiumfreie Badlosung 71 % 75 % 0,38
(88.652 Spikes auf 370 Elektrodefi)  (+ 13 %) (7 %) (£ 0,05)
Signifikanz p =0,046 p=0,826 p = 0,022

Tabelle 3: Magnesiumentzug bewirkte in solchen Kuliren, in denen der Anteil in Bursts

eingebundener Spikes unter Nahrmedium gering gewesewar, einen deutlichen Anstieg dieses
Parameters. Dass die Bursts zeitgleich im ganzen tde/erk gefeuert wurden und dazwischen kaum
Aktivitat registriert wurde, kann man am hohen Anteil leerer Bins ablesen. Cohen’s Kappa
beschreibt die Gleichférmigkeit der Spikeverteilungauf den verschiedenen Elektroden, die nach
Magnesiumentzug in solchen Kulturen deutlich hdéherwar, die unter Nahrmedium nur eine

schwache Korrelation der Netzwerkaktivitat gezeighatten.
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3.3.2 Der GABA-Antagonist Bicucullin steigert die Aktivit at von striatalen Kulturen

Das Alkaloid Bicucullin blockiert selektiv eine lhgsmte Klasse der GABA-Rezeptoren,
namlich die GABA-Rezeptoren. Fir die Untersuchungen wurden nebgoCortex noch Zellen
von frisch préparierten Striata der embryonalen podtnatalen Wistar-Ratte (eStriatum und
pStriatum) verwendet, die in einer so hohen Diduisgesat worden waren, dass synchrone
Burst-Aktivitat abgeleitet werden konnte. In beidgnatalen Zell-Kulturen verdoppelte 50 uM
Bicucullin die Spike-Zahl (pStriatum: 1,99 + 0,7t4;= 11; p <0,001; eStriatum: 1,84 + 1,06;
n=11; p =0,03; Abbildung 17), wahrend es in d@enticalen Kulturen keinen Effekt auf die
Spike-Zahl hatte (1 + 0,4; n =12; p = 0,98; Abbitd 17). Die Erh6hung der Spike-Zahl beruhte
nicht auf einer héheren Burst-Frequenz (pStriatiy®9 + 0,35; p = 0,42; eStriatum: 0,82 + 0,51;
p = 0,26), sondern auf einer grolReren Anzahl voikeSpinnerhalb eines Bursts (pStriatum:
1,92 £ 0,39; p < 0,001, eStriatum: 3,09 + 1,3; 6801; Abbildung 19).
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Abbildung 17: Der GABAs-Antagonist Bicucullin in einer Konzentration von 5 puM steigerte die
Spikerate der striatalen Kulturen pStriatum und eStriatum, aber nicht die von CryoCortex. Die

Aktivierung wurde von einer Erh6hung der Spike-Anzahl innerhalb eines Bursts begleitet, wahrend
die Burst-Frequenz unverandert blieb. Sternchen zegen signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Kontrolle an.
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Abbildung 18: Spikeraster-Plot einer Messung von e8atum nach 35div unter
Kontrollbedingungen (A) und nach Applikation von 50uM Bicucullin (B). Die Dauer der Bursts,
ebenso wie die der Interburst-Intervalle nahm deuikh zu.

Wurde unter Kontrollbedingungen in den elf Messumgen pStriatum ein Burst
durchschnittlich von 10,8 + 2,7 Spikes gebildet,véaren es nach Applikation von Bicucullin
20,2 +4,3 (p<0,001; Abbildung 19 A). Ein verglebarer Effekt war in den eStriatum
Messungen zu sehen: unter Kontrollbedingungen teitldg,4 + 2,2 Spikes einen Burst, nach
Applikation von 50 uM Bicucullin waren es 22,5 5%pikes (p < 0,001). In corticalen Kulturen
beeinflusste Bicucullin weder die Burst-Frequen®1Gt 0,29; p = 0,28) noch die Anzahl der
Spikes in einem Burst (1,11 £0,25; p =0,14). OmMBieucullin bildeten im Durchschnitt
11,4 + 4,4 Spikes einen Burst, danach 12,2 + 36 {88). Abzulesen ist dieser Effekt auch an
der Burst-Dauer, die sich in den striatalen Kulturenter Bicucullin im Schnitt verdoppelte
(pStriatum: 1,74 £ 0,63; p = 0,003; eStriatum: 2:1599; p = 0,003; Abbildung 19 B und C),
aber in corticalen Kulturen unverandert blieb (1+1®55; p = 0,34). Dauerte in pStriatum-
Messungen ein Burst unter Kontroll-Bedingungen HQOscbnittlich 173 £ 48 ms (eStriatum:
172 £ 53 ms), so verlangerte er sich unter Bicutulluf 285 + 80 ms (p = 0,002; eStriatum:
335+£98 ms; p=0,002). CryoCortex-Kulturen hatteor Applikation von Bicucullin eine
Burstdauer von 249 + 129 ms und danach von 26&4mist(p = 0,71).
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Abbildung 19: Bicucullin erhohte in striatalen Kulturen die durchschnittliche Zahl der Spikes pro
Burst (A) und die durchschnittliche Dauer eines Busts (B). Bursts von CryoCortex zeigten keine
signifikanten Unterschiede. Sternchen geben sigrkiante Veranderungen an.

C) Signalspuren einer einzelnen Elektrode (eStriatm, 20 div) unter Kontrollbedingungen und
nach Applikation von 50 uM Bicucullin. Die Burstsdauer nahm unter Bicucullin deutlich zu.

Dartber hinaus hatte Bicucullin einen ,ordnendeffe& auf die Netzwerkaktivitat. So
erhohte es z.B. bei allen drei Kulturen den Anteih Spikes, die in die Uberstruktur eines Bursts
eingebunden waren. Bicucullin unterdriickte Einzeik8&-Aktivitat. Deutlich war dieser Effekt

allerdings nur in Kulturen, die unter Kontrollbedumgen einen recht geringen Anteil in Bursts
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organisierter Spikes aufwiesen. So gehorten ini&8t-Messungen 79 + 13 % der Spikes zu
Bursts, nach Applikation von Bicucullin aber 94 £@3(p < 0,001). In pStriatum stieg der Anteil

in Bursts eingebundener Spikes nur von 93 + 3 %@&uf 2 % (p = 0,01) und in CryoCortex von

86 £ 11 % auf 87 £6 % (p = 0,69). Mit dem hdhefenteil zu Bursts gehdrigen Spikes ging ein
Anstieg des Parameters Cohen’s Kappa einher, deMal} fur die Korrelation zwischen der

Aktivitat auf verschiedenen Elektroden darstellh. Seigerte Bicucullin den durchschnittlichen
Cohen’s Kappa-Wert fur eStriatum von 0,43 + 0,04 @60 + 0,07 (pStriatum: 0,61 £ 0,06 vs

0,62 + 0,06; CryoCortex: 0,43 +0,07 vs 0,43 £ ),@ei der Unterteilung der Messungen in
einzelne Bins von 100 ms Lange steigerte BicucuhireStriatum und CryoCortex den Anteil

von Bins, in denen kein einziges Aktionspotenziafegert wurde (eStriatum: 85+ 11 % vs
78 £9 %; p = 0,03; CryoCortex: 82 + 8 % vs 80 %8p = 0,005), hatte aber keinen Einfluss auf
den Anteil leerer Bins in pStriatum (91 + 7 % vs92 %; p = 0,08).

3.3.3 Auch der GABA-Antagonist Gabazine steigert striataé Netzwerkaktivitat

Der GABAa-Antagonist Gabazine (SR 95531) soll eine hoéher&er2o und hohere
Spezifitat aufweisen als Bicucullin (Ito, Koshib& a&., 1992; Uchida, Cestari et al., 1996).
Gabazine (10 uM) modulierte die Netzwerkaktivitat ahnlicher Weise wie Bicucullin: Die
Burstdauer und die Anzahl der Spikes pro Burst nabniBurstdauer: 1,82 + 0,57; Anzahl der
Spikes pro Burst: 1,99 £ 1,18). Aufgrund der wenidgeperimente mit Gabazine (n = 3) waren
diese Veranderungen aber nicht signifikant (p 3@dd p = 0,28).
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3.3.4 Der Kaliumkanal-Blocker Bariumchlorid zerstort die Korrelation der

Netzwerkaktivitat

Barium blockiert Kaliumstréme, indem es sich in Biere eines Kanals setzt und ihn far
Kalium-lonen undurchlassig macht. Kaliumkanale sswmvohl fir die Aufrechterhaltung des
Ruhemembranpotenzials (Kalium-einwarts-Gleichridkgedle; k) als auch fur die
Repolarisation nach dem Feuern eines Aktionspaawi(spannungsabhéngige Kaliumkandle;

Ky) verantwortlich.
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Abbildung 20: In einer Konzentration von 500 uM stegerte der Kaliumkanal-Blocker
Bariumchlorid die Spike- und Burstrate in pStriatum, inhibierte aber die Spikerate von eStriatum
und hatte nur einen schwachen Effekt auf die Netzwkaktivitat von CryoCortex. Sternchen zeigen
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle an.

Die Spikerate von pStriatum wurde durch 500 uM &achlorid mehr als verdoppelt
(2,29 +£1,07; n=10; p=0,004), was vor allem aeiher ErhOhung der Burstfrequenz
zuruckzufihren war (1,97 + 0,95; p = 0,01; Abbildan 20; 21 A und B). Die durchschnittliche
Anzahl der Spikes, die einen Burst bilden, bliekarandert (1,05 + 0,3; p = 0,63).
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Abbildung 21: MEA-Messung von pStriatum nach 10 divunter Kontrollbedingungen (A) und nach
Zugabe von 500 pM Bariumchlorid (B). Man erkennt eine deutliche Zunahme der Burstfrequenz.
Netzwerkaktivitéat von eStriatum (30 div) vor (C) und nach der Applikation von Bariumchlorid (D).
Die Spikerate nahm deutlich ab, ebenso wie die Koetation der Aktivitat auf den einzelnen

Elektroden.

Allerdings verlangerte sich das Zeitintervall zwiso zwei Spikes innerhalb eines Bursts
durch Barium von durchschnittlich 31 + 18 ms auf+440 ms (p < 0,001; Abbildungen 22 und
23). In corticalen Kulturen war keine Aktivierungirdh Barium zu beobachten (1,05 £0,3;
n=10; p=0,63). Auch die Interspike-Intervallenérhalb von Bursts blieben unverandert

(33+15msvs 34 £ 16 ms; p = 0,826).
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Abbildung 22: Bildschirmfotos der von den sechzig Ektroden des MEAs detektierten elektrischen
Aktivitat wahrend eines Zeitfensters von einer Seknde. Jedes kleine Fenster gibt das Signal einer
einzelnen Elektrode wieder. Im unteren Abschnitt is das Signal einer Elektrode (rot umrahmt)
vergrofRert dargestellt (C und D). Bildschirmfoto Awurde wéhrend einer Messung mit pStriatum
unter Kontrollbedingungen aufgenommen. Foto B zeigtlie Aktivitat des gleichen pStriatum-MEAS
nach Applikation von 500 uM Bariumchlorid. Die Bursts erscheinen unter Barium nicht so
kompakt wie zuvor, die Burstdauer ist langer, und d@e Intraburst-ISIs sind groRer.
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Abbildung 23: Barium steigerte die Netzwerkaktivitét von pStriatum und verl&ngerte gleichzeitig
die Intraburst-ISIs. Keinen Effekt auf die Intrabur st-1Sls hatte Barium bei CryoCortex, dessen
Spontanaktivitat nicht durch die Substanz aktiviert wurde. Eine Aussage Uber die Intraburst-ISls
von eStriatum ist nicht sinnvoll, da unter Barium kaum noch Bursts detektiert wurden. Sternchen
zeigen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kntrolle an.

B pStriatum
B + Barium
1] CryoCortex
60' + Barium

N

Intraburst I1SI [ms]
w

Interessanterweise wirkte Barium auf eStriatum-n@h nicht aktivierend, sondern
inhibierend (0,42 + 0,26; n = 14; p < 0,001; Abhidgen 20; 21 C und D). Diese Inhibition ging
einher mit einer Zerstérung des synchronen Bursstbts. Waren unter Kontrollbedingungen
69 £ 17 % der Spikes in Bursts organisiert, so waes unter Barium nur noch 34 +18 %
(p < 0,001). Dementsprechend sank auch das MaglidiKKorrelation zwischen den Elektroden,
Cohens’s Kappa (0,35 £ 0,08 vs 0,12 + 0,08; p €0,&bbildung 24 A), und der Anteil leerer
Bins (72 £ 13 % vs 62 + 21 %; p = 0,02; Abbildung B). Eine Untersuchung der Auswirkung
von 500 uM auf die Intraburst-Interspike-Intervallen eStriatum erschien nicht sinnvoll, well

das Burst-Muster in den meisten Fallen nicht mefstent war.

Die allméhliche Aufhebung des synchronen Burst-Misstwar allerdings auch in
CryoCortex und pStriatum zu sehen, wo Barium enéwv&einen oder einen aktivierenden Effekt
hatte. Auch hier erniedrigte sich die Rate der &pildie Teil von Bursts waren (CryoCortex:
85+ 10 % vs 71 £ 18 %; p = 0,002; pStriatum: 88% vs 77 £ 10 %; p = 0,002), die Werte fur
Cohen’s Kappa waren kleiner (CryoCortex: 0,43 80y& 0,38 £0,07; p =0,01; pStriatum:
0,50+0,08 vs 0,29 +£0,10; p <0,001; Abbildung 2% ebenso wie der Anteil leerer Bins
(CryoCortex: 856 % vs 74 £10 %; p = 0,002; Etrm: 85 £ 12 % vs 57 £ 16 %; p < 0,001;
Abbildung 24 B). Eine leichte Aktivierung konnte @Striatum und pStriatum durch geringere
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Barium-Konzentrationen von 100 uM und 200 uM etamtrden (100 uM: 1,26 +0,22; n = 8;
p =0,01; 200 uM: 1,20 £ 0,40; n=5; p =0,31)i Beiden Konzentrationen war aber ebenfalls
eine Veranderung des Burst-Musters zu beobachwmAdteil der Spikes, die Teil von Bursts
waren, sank (100 uM: 0,88 + 0,14; 200 uM: 0,770@6D,ebenso wie Cohen’s Kappa (100 puM:
0,58 £ 0,06; p <0,001; 200 uM: 0,51 +£0,02; pe0d,) und der Anteil leerer Bins (100 uM:
0,74 £0,21; p=0,003; 200 uM: 0,72 £0,17; p62), In pStriatum-Kulturen konnten auch

Barium-Konzentrationen bis zu 2 mM keine Inhibitider Netzwerkaktivitat auslosen.
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Abbildung 24: Barium beeintrachtigte bei allen untesuchten Zelltypen die Korrelation der
Netzwerkaktivitat. Cohen’s Kappa nahm nach der Inkibation mit Barium ab (A), ebenso wie der
Anteil leerer Bins (B; Binbreite jeweils 100 ms). es lasst sich vor allem auf den héheren Anteil
unkorrelierter Einzel-Spike-Aktivitat zurtickfihren. Sternchen zeigen signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle an.
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Da Kaliumstrome auch fir die Repolarisation des Mempotenzials nach dem Feuern
eines Aktionspotenziales verantwortlich sind, wurdgersucht, ob die relativ unspezifische
Blockade von Kaliumkanalen durch Barium sich aualf den zeitlichen Verlauf eines
Aktionspotenziales auswirkt, oder genauer gesafjd@uvon MEAs gemessene Anderung des
Feldpotenziales. Da die Kaliumstréme wahrend dgroReisationsphase des Aktionspotenziales
maximal sind, war ein Effekt von Barium eigentlictn einer spateren Phase des
Aktionspotenziales zu erwarten. Von Kalium-Blockene z.B. TEA (Tetraethylammonium) und
4-AP (4-Aminopyridin) ist bekannt, dass sie die iAkspotenziale ,weiten”, weil sie die
Repolarisation verzdgern. Die Amplitude des Aktjpotenzials beeinflussen sie nicht.

Ob ein Spike in der extrazellularen Ableitung einmositiven oder negativen Peak hat,
hangt ubrigens vom Ort der Detektion ab: Aktionspatale, die am Soma des Neurons
aufgenommen werden, kbnnen einen positiven Pea&nhatxonale Spikes haben immer einen
negativen (Claverol-Tinture und Pine, 2002). Die phtade des Signals héngt von der
Zellregion ab, von der abgeleitet wird (hohere Aioplen am Axonhilgel als an passiven

Dendriten) und von der Distanz zwischen Zelle utektode.

Fur die Analyse wurden funf Messungen (zuzuglichheogehender Kontrollmessung)
von pStriatum ausgewertet, die durch Barium dedutéiktiviert wurden. In der Regel werden in
Kulturen mit hoher Zelldichte, wie sie fur diese tesuchung verwendet wurden, von einer
Elektrode die Spikes von mehreren Zellen oder Arodetektiert. Da diese Uberlagerung von
Spikes mit unterschiedlichem Ursprung eine Auswegtwler Form des Signals erschweren
wirde, wurden pro Messung zwei Kanale ausgewaeattetjeweils nur Aktionspotenziale von
einer einzigen Zelle detektierten (erkennbar ameathcher Form und Amplitude des Signals).
Nur bei zwei der insgesamt zehn ausgewerteten el war nach Applikation von Barium
eine Veranderung der Spike-Form erkennbar. In Inefiidlen nahm die Peak-to-Peak-Amplitude
ab (33,6 +£7,9uV vs 424+7,0uV; p<0,001 urg53 4,1 uV vs 47,4 +5,0 uV; p <0,001;
Abbildung 25), wahrend die Spike-Breite erhaltenelnl Auch bei den anderen acht
ausgewerteten Elektroden sah man keine Verandelemigepolarisationsphase.
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Abbildung 25: Durchschnittliche Wellenformen von Spkes einer pStriatum-Messung, bei der
Barium stark aktivierend gewirkt hatte. Es wurden Elektroden mit mdglichst einheitlicher

Wellenform der registrierten Spikes fir die Analyseausgewahlt und dann die mittlere Wellenform
aller Spikes abgebildet. A und C zeigen zwei Beisge fur eine im Vergleich zur Kontrollmessung
(durchgezogene Linie) verringerte Spike-Amplitude mach Barium-Applikation (gestrichelte Linie).

Bei B und D konnte keine Veranderung der Spike-Amptude festgestellt werden. Keiner der
ausgewahlten Kanéale zeigte einen Einfluss von Banu auf die Spikebreite.
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3.3.5 Glutamat wirkt starker auf corticale als auf striatale Netzwerkaktivitat

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neunaosraitter des zentralen Nervensystems.
Seine Ausschittung aktiviert verschiedene Rezepiyen an der postsynaptischen Membran:
Metabotrope Glutamat-Rezeptoren sind an G-Protget®ppelt, NMDA- und AMPA/Kainat-
Rezeptoren sind lonenkanale, durch deren Offnung Zigllmembran depolarisiert wird.
Vorhergehende Studien haben gezeigt, dass vor AlMDA-Rezeptoren verantwortlich sind fur
das charakteristische synchrone Burst-Muster vamamalen Kulturen (Keefer, Gramowski et
al., 2001).

Zugabe von Glutamat in einer Konzentration von {00 inhibierte komplett jegliche
Spike-Aktivitdt von CryoCortex (n=4), hatte abkeinen Einfluss auf die Spikerate von
pStriatum (0,96 £ 0,53; n = 11; p = 0,87; Abbilduzg). An der hohen Standardabweichung sieht
man allerdings, dass die einzelnen Chips sehr soitedlich auf die Glutamat-Zugabe
reagierten. Wahrend die Aktivitat eines Chips aa$ doppelte anstieg (1,92), sank die eines
anderen auf die Halfte der Ausgangsaktivitat (Q,82) eStriatum war die Reaktion auf 100 pM
Glutamat eindeutiger: die Spikerate sank bei allénh MEAs deutlich (0,08 £ 0,07; n =10;
p < 0,001; Abbildung 26).
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Abbildung 26: Glutamat in einer Konzentration von 100 uM blockierte die Netzwerkaktivitat von
CryoCortex komplett, inhibierte eStriatum stark und hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Spike- oder Burstrate von pStriatum. In beiden stratalen Kulturen nahm der Anteil in Bursts
eingebundener Spikes ab. Sternchen zeigen signifiki@ Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle
an.
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Ahnlich wie Barium bewirkte Glutamat einen Zerfales synchronen Burst-Musters
(Abbildung 27 C und D). In pStriatum-Kulturen sad&r Anteil in Bursts organisierter Spikes
von 89 +18 % auf 52 +25 % (p =0,005), bei elina sogar von 73 £13 % auf 14 £ 15 %
(p<0,001; Abbildung 28). Damit einhergehend sankeohadie Werte fir den Parameter
Cohen’s Kappa (pStriatum: 0,53 +0,08 vs 0,24 80, < 0,001; eStriatum: 0,40 £0,07 vs
0,03 £ 0,04; p < 0,001) und der Anteil leerer BjpStriatum: 81 + 10 % vs 41 + 18 %; p < 0,001,
eStriatum: 81 £ 8 % vs 56 + 40 %; p = 0,08). DiddaGtandardabweichung beim Anteil leerer
Bins flur eStriatum nach Glutamat-Zugabe ist darawfickzufihren, dass einige MEAs sehr
stark inhibiert wurden. Ein vergleichsweise hohertedl leerer Bins spiegelt in diesem Fall nur
die schwache Gesamt-Aktivitat, aber nicht eine hobeelation der Aktivitat wider.
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Abbildung 27: Spikeraster-Plots von pStriatum vor A) und nach Applikation von 100 pM
Glutamat (B). Der Anteil nicht in Bursts eingebundaer Spikes wurde durch Glutamat stark erhoht,
aber es waren noch synchrone Spike-Bursts vorhandemnders bei eStriatum, wo Glutamat im
Vergleich zur Kontrollmessung (C) die Spikerate detlich inhibierte und die Korrelation der

Netzwerkaktivitat vollkommen aufléste (D).



ERGEBNISSE 58

Insgesamt wiesen die Messreihen mit Glutamat ezhe schlechte Reversibilitat auf. So
waren von den elf Messungen mit pStriatum nur Megsungen reversibel, d.h. eine Inhibition
der Netzwerkaktivitdt konnte durch Auswaschen dévsEanz wieder aufgehoben werden (eine
reversible Aktivierung trat nicht auf). In zwei Mesigen war die Aktivitat nach Auswaschen
noch schwacher als unter Substanz. Und in UberHdéfte der Messungen (n = 6) steigerte
Glutamat zwar im Vergleich zur ersten Kontrollmessdie Spikerate, die Kontrollmessung nach
Auswaschen der Substanz wies aber eine noch h&mpgke-Zahl auf. Im Vergleich zur ersten
Kontrollmessung statt zu den umgebenden, bewirkitga@®at daher eine leichte (allerdings nicht
signifikante) Aktivierung der Spikerate (1,41 +8,%tatt 0,96 + 0,53). Der gleiche Effekt der
mangelnden Reversibilitat war auch in eStriatumtifein zu beobachten. Hier fiel die Inhibition
noch deutlicher aus, wenn die Messungen nur in @ezu ersten Kontrolle gesetzt wurden
(0,06 = 0,06 statt 0,08 + 0,07). Denn bei neunzdm Messungen wies der Chip in der zweiten
Kontrollmessung noch weniger Aktivitat auf als ur@utamat.

Niedrigere Konzentrationen von Glutamat auf eStmiat

Niedrigere Glutamat-Konzentrationen (20 und 50 pbéwirkten keine Inhibition der
Spikerate von eStriatum, allerdings auch keine A&tung (20 uM: 1,04 £ 0,20; n=8; p = 0,57;
50 uM: 0,99 £0,28; n =5; p = 0,92). Auch keiner dnderen hier untersuchten Parameter zeigte
eine deutliche Veranderung.

Hohere Konzentrationen von Glutamat auf pStriatum

Glutamat in Konzentrationen von 500 uM und 1 mM p8triatum-Kulturen inhibierte
die Spikerate (500 uM: 0,72+0,32; n=9; p<0Q;00@ mM: 0,39+0,26; n=9; p<0,001)
ebenso wie die Burstrate (500 uM: 0,42 £0,29; 9 =0,03; 1 mM: 0,04 £0,02; n=9;
p <0,001). Bei 1 mM Glutamat nahm der Anteil inr&s organisierter Spikes deutlich ab
(57+£18% vs 15+ 11 %; n=9; p<0,001). Beidesi Konzentrationen sank die Korrelation
zwischen den Elektroden, abzulesen am Parameteen®oliKappa (500 uM: 0,19 + 0,11 vs
0,41 +0,10; n=9; p =0,006; 1 mM: 0,04 + 0,050v34 + 0,13; n=9; p < 0,001). Ebenso nahm
der Anteil leerer Bins ab (500 uM: 26 + 27 % vs#8 %; n =9; p=0,04; 1 mM: 18 + 28 % vs
51+16 %; n=9;p=0,01).
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Abbildung 28: Die Zugabe von 100 uM Glutamat erniedgte Cohen’s Kappa als Indikator flr die
Korrelation der Aktivitdt auf unterschiedlichen Elektroden (A) sowie den Anteil leerer Bins (B;
Binbreite jeweils 100 ms) und den Anteil in Burstorganisierter Spikes (C). Der Effekt fiel in den
beiden ersten Parametern bei eStriatum starker auals bei pStriatum. Der Anteil leerer Bins war in
eStriatum unter Glutamat relativ hoch, da die Gesartaktivitat sehr schwach war. Sternchen zeigen
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle an.
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3.3.6 Striatale Kulturen setzen synaptisch Glutamat frei

Durch Zugabe des NMDA-Rezeptor-Antagonisten APV L{Psamino-5-phosphono-
valerinsaure) konnte gezeigt werden, dass sowohb@irtex als auch die beiden striatalen
Zelltypen intrinsisch Glutamat freisetzten. In eik®nzentration von 20 uM reduzierte APV die
Spikerate auf 16 = 16 % des Kontrollwertes in e®im (n =4; p =0,002), auf 29 £ 15 % in
pStriatum (n =4; p = 0,003) und auf 34 + 30 % rydCortex (n =4; p =0,02; Abbildung 29).
Im Gegensatz zu der inhibierenden Wirkung von Ghataund Barium blieb unter APV das
synchrone Burst-Muster intakt, lediglich die IBlsrlangerten sich (Abbildung 30). Erst wenn
nur noch etwa 25 % der Ausgangsaktivitat vorhandaren, dominierte der Anteil von Einzel-
Spike-Aktivitat.

Abbildung 29: Der NMDA-Rezeptor-Antagonist APV (20uM) inhibierte die Spike- und Burstrate
aller Zelltypen in etwa gleichem Malf3e. Sternchen mgen signifikante Unterschiede im Vergleich
zur Kontrolle an.
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Abbildung 30: Die Inhibition der Netzwerkaktivitat durch APV ging bei allen untersuchten
Zelltypen mit einer geringeren Burstfrequenz, abemicht mit einer verminderten Korrelation der
Netzwerkaktivitat einher. Die Spikeraster-Plots zgjen beispielhaft Messungen von eStriatum vor

(A) und nach Applikation von 20 uM APV (B).
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3.3.7 Dopamin bewirkt keine signifikante Veranderung striataler Netzwerkaktivitat

Der Neurotransmitter Dopamin wird von Zellen debS&antia nigra freigesetzt, die ins
Striatum projizieren. Durch das Absterben diesepadaoinergen Zellen und den daraus
resultierenden Dopamin-Mangel im Striatum kommt zs8 Ausbildung einer Parkinson-

Symptomatik, die vor allem durch Bewegungsstorurggkennzeichnet ist.

Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen vorp&voin liel3 keinen einheitlichen
Effekt auf die neuronale Netzwerkaktivitat erkennemeder auf corticalen noch auf striatalen
Zellen. Dopamin bewirkte in striatalen Kulturen mamal eine leichte Aktivierung der Zellen,
allerdings war dieser Effekt oft nach Auswaschechnireversibel oder dauerte nur wenige
Sekunden an. Beispielhatft ist hier eine Messurigtater Zellen (pStriatum) dargestellt, bei der
50 uM Dopamin eine ahnliche Wirkung zeigte wie @iaat in dhnlich hohen Konzentrationen,
indem es die Korrelation zwischen den Elektrodeficate und das Muster von synchronen
Bursts in Richtung unkorrelierter Einzel-Spike-Akt#t verschob (Abbildung 31). Leider lief
sich dieser Effekt nicht eindeutig reproduzierebeAdieser einzelne Versuch zeigt, dass unser
Modell-System sensitiv fir Dopamin ist, wenn der rkfiechanismus auch schwer zu

guantifizieren ist.
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Abbildung 31: Messung der Netzwerkaktivitéat von pStiatum, bei der 50 pM Dopamin im Vergleich
zur Kontrollmessung (A) eine leichte Steigerung deBpikerate bewirkte, gleichzeitig aber auch die
Korrelation der Aktivitat auf den einzelnen Elektroden schwachte (B).
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4 DISKUSSION

In dieser Arbeit, die auch in einer wissenschdfdit Zeitschrift vertffentlicht wird,
wurde mithilfe von Multielektroden-Arrays (MEAS) d@ifunktionelle Entwicklung kleiner
Netzwerke aus striatalen und corticalen Neuroneobdehtet und analysiert (Fleischer,
Sergeeva et al., 2006). So konnte gezeigt werdessg duch Neurone mit einem hohen Antell
GABAerger Zellenin vitro ein oszillierendes Netzwerk mit synchronen SpikesB
entwickeln. Um funktionell und morphologisch zu metzen, mussten die striatalen Zellen
allerdings ein Vielfaches der von corticalen Zelldafiir bendétigten Dichte aufweisen (ca.
50x). Die Zugabe von GABA-Antagonisten zerstorte adhythmische Oszillation nicht,
sondern verstarkte noch die Korrelation der Akéivinnerhalb des Netzwerks. Im Gegensatz
dazu verminderte der exzitatorische Neurotransmi@&utamat die Gleichformigkeit der
Aktivitat auf den einzelnen Elektroden und inhilderin héheren Dosen die Aktivitat.
Embryonal gewonnene striatale Zellen (eStr) zeigtare hohere Empfindlichkeit fur die
inhibierende Wirkung des Glutamats als posthatakogmene Zellen (pStr). Auch der
Kaliumkanal-Blocker Bariumchlorid schwachte die kKadation der Aktivitat, wobei hier die
entwicklungsspezifischen Unterschiede zwischen demden striatalen Zelltypen noch
deutlicher zutage traten als bei Glutamat: Wahmadum die Netzwerkaktivitdt von pStr
steigerte, unterdriickte es die von eStr fast \iildig. Die Aktivitat beider Zelltypen wurde
durch Zugabe eines NMDA-Rezeptor-Antagonisten idnib- ein Indiz dafir, dass striatale
Neuronen vitro prasynaptisch Glutamat ausschutten.

4.1 Experimentelle Methoden zur funktionellen  Untersuchung

neuronaler Netzwerke

Bedeutende Fortschritte wurden in den letzten dahué dem Weg zum Verstandnis
der Hirnfunktion gemacht, einerseits auf dem Niveaizelner Nervenzellen und andererseits
dank moderner Bildgebungsverfahren wie PET (Pas#ineEmmissions-Tomographie) oder
fMRT (funktionelle Kernspintomographie) auf der BeegroRerer Hirnareale. Uber die
mittlere Ebene — das Zusammenspiel von hundertentadsenden Neuronen — weil3 man nur
wenig. Dieses Verbindungsglied ist aber entscheidem die Funktion des Nervensystems in

seiner Gesamtheit nicht nur beschreiben, sondaim exiklaren zu kbnnen.
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Verschiedene experimentelle Ansatze versuchen,edldascke zu schlie3en: Die
Applikation von Mikroelektroden in das Gehirn ein&siugetieres ist dabei sicher die
direkteste Methode, um die Funktionsweise kleirmuranaler Netze zu untersuchen. Sie ist
allerdings extrem aufwandig, ethisch fragwurdig @nohéglicht nicht, das ,Entstehen” eines
neuronalen Netzes zu beobachten. Dies ist aucht mah Ableitungen an Hirnschnitten
maoglich, jedoch sind die Experimente leichter datdtihren und besser zu kontrollieren als in
derin vivo-Situation. Da aber bei der Praparation von Satmig&fferenzen und Efferenzen zu
umgebenden Hirnregionen gekappt werden, wird vatkiérn eingewandt, dass Hirnschnitte
nicht die Situation im Gehirn widerspiegeln und ntinen eine pathologische Situation
untersucht wird. Die starkste Abstraktion zu ohevivo-Situation stellen vermutlich neuronale
Zellkulturen dar, da bei dieser Methode alle bemtelen Verbindungen zwischen den Zellen
komplett zerstort werden. Die elementaren Funktioder Zellen bleiben dennoch erhalten,
und die Experimente lassen sich gut kontrollierenl weproduzieren. Zellkulturen bieten
zudem die Maoglichkeit, das Entstehen eines neueondletzes zu beobachten, weil sich
einzelne Zellen allméhlich in einer Ubergeordne®¢ruktur zusammenfinden. Besonders gut
lasst sich dies mithilfe von MEAs bewerkstelligela, die Methode nicht-invasiv ist und die

gleichen Zellen monatelang kontrolliert werden kémn

4.2 Neurale Zellkulturen

Neben Neuronen finden sich im Nervensystem nocherandelltypen, vor allem
Gliazellen. Diese sind den Neuronen zahlenmaf3igy aberlegen und machen etwa die Halfte
des Hirnvolumens aus. In der Vergangenheit wurdeiaz€len vor allem passive
Stutzfunktionen zugeschrieben, aber in den letztahren mehrten sich Hinweise, dass
Gliazellen auch aktiv in die Informationsweitenaiy eingebunden sind (Fields und Stevens-
Graham, 2002; Perea und Araque, 2006). Sowohl igie denutzten frisch praparierten als
auch die cryokonservierten Zellen stellen Mischkdh aus Neuronen und glialen Zellen dar.
Kurz nach Aussaat stellten Neurone den gro3tenilAdéz Zellen, aber da Gliazellen im
Gegensatz zu Neuronen noch teilungsfahig sind, rddmen Anteil im Lauf der Kultivierung
weiter zu, bis in allen Kulturen ein stabiles Vdthi&g von 50:50 erreicht war. Vorhergehende
Versuche mit neuronalen Monokulturen hatten gezeigss diese eine deutlich schlechtere
Uberlebensrate aufweisen als Mischkulturen und dash langerer Kultivierungszeit auch in
den ,reinen* Neuronen-Kulturen eine relativ hohezahl von Gliazellen nachweisbar war.

Das B27/Neurobasal-Medium, das in dieser Studigesietzt wurde, reduziert im Vergleich
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zu serumhaltigen Nahrmedien deutlich das Astrocytachstum, so dass die Neurone nicht
von glialen Zellen tberwuchert wurden (Brewer, Taatti et al., 1993).

4.3 Neuronale Netzwerkaktivitat

Erst wenn sie synaptischen Kontakt zu umgebendemuraden haben und
exzitatorischen Input erhalten, feuern die meidtenrone Aktionspotenziale. Nach ein paar
Tagen in Kultur wurden von allen Gewebetypen verelte Aktionspotenziale an
verschiedenen Punkten auf dem MEA detektiert. Imféaler weiteren Kultivierung zeigten
sich auf manchen Elektroden erste Bursts von Akpotenzialen. Nach etwa zwei Wochen in
Kultur (abhéngig von Zelltyp und Aussaatdichte) @em von mehreren benachbarten
Elektroden synchrone Bursts detektiert, die schiblhach etwa drei Wochen den gesamten
MEA, also das komplette Netzwerk, umfassten. Zustideigten sich zwischen diesen
synchronen Bursts noch einzelne Aktionspotenzaer dieser Anteil unkorrelierter Aktivitat
nahm wahrend der Kultivierungszeit immer weiter whrend die Burst-Frequenz zunahm.
Letztendlich waren nahezu alle Aktionspotenziale gynchrone und rhythmisch
wiederkehrende Bursts eingebunden. Dieser Zustdieth iber mehrere Monate hinweg
stabil.

Diese Beobachtungen decken sich mit einer ber&#9 ldurch den Psychologen
Donalds Hebb aufgestellten Theorie, die sowohledidryonale Hirnentwicklung als auch die
Codierung von Erinnerungen zu erklaren versuchtbMeungen zwischen Neuronen bilden
sich zunéchst zuféllig, aber nur synaptische Vepkmigen zwischen solchen Neuronen
werden verstarkt, die gleichzeitig Aktionspotenzi&uern. Neurone, die unkorreliert feuern,
werden aus dem Netz ausgeschlossen, indem dietsateggm Verbindungen gekappt werden.
Mittlerweile konnte auch bestétigt werden, dassredmrte Aktivitat zu ,long term
potentiation* oder ,long term depression” fiihrennkaund somit wohl eine Rolle bei

Gedéachtnisleistungen spielt (Holmgren und Zilbe2€01).

Dabei ist die Synchronitat von neuronaler Aktivit@tvivo oft mit einer rhythmischen
Oszillation verbunden, die nach ihrer Frequenz rtgite wird in Alpha- (8-13 Hz), Theta-
(3,5-7 Hz), Delta- (0,5-3,5 Hz) und Gamma-Oszilagn (30-70 Hz) (Basar, Basar-Eroglu et
al., 1999). Vor allem die Gamma-Oszillationen wera@ds Mechanismus diskutiert, wie das
Gehirn hohere kognitive Funktionen vollbringt. Adfer anderen Seite sind synchrone

Oszillationen auch mit neurologischen Erkrankunges Epilepsie oder Parkinson assoziiert.
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Die in dieser Untersuchung eingesetzten vitro-Kulturen zeigten ebenfalls synchrone
Oszillationen, allerdings meist nur in einer Fragueon 1 Hz. Wenn in striatalen Kulturen

Oszillationen einsetzten, dann zunachst mit eirrem langsamen Frequenz (< 0,01 Hz), die
sich im Verlauf der Kultivierung steigerte. Fregmen hoher als 1 Hz waren nur selten zu

beobachten.

4.4 Morphologische Netzwerkentwicklung von striatalen und corticalen

Neuronen

Striatale Neurone zeigten in dieser Arbeit starketziWerkaktivitat, gekennzeichnet
durch Oszillationen synchroner Spike-Bursts. Diestéitigt Berichte von Kowalski et al., die
Synapsenbildung und sychrone Spike-Bursts in ateatNetzwerkenn vitro beobachteten
(Kowalski, Crest et al., 1995). Allerdings entwittka sich synchrone Oszillationen nur, wenn
die Zellen in sehr hoher Dichte ausgesét wordermvgs-10 x 18/ cnf). Andernfalls wurden
nur einzelne und unkorrelierte Aktionspotenzialefegert. Corticale Zellen hingegen
erreichten einen Netzwerk-Zustand mit synchronezilason auch bei deutlich niedrigerer
Zelldichte (~ 2 x 106/ cn?, abhangig von der Uberlebensrate der Cryo-Zell@grallele
Immunofarbungen zeigten, dass die schlechte funéti® Vernetzung der striatalen Zellen in
geringer Dichte mit unzureichender morphologisciernetzung einherging: Die Neurone
waren homogen verteilt und wiesen nur wenige undekieuriten auf. Die Expression des in
synaptischen Vesikeln lokalisierten Glycoproteingn&ptophysin, das die synaptische

Aktivitdt moduliert, war in dinnen Kulturen nichachweisbar.

Auffallig war, dass das Erscheinen von synchronétiviat in Kulturen hoherer
Zelldichte mit dem Zusammenschluss von NeuronergriBeren Clustern einherging, die
etwa hundert Zellen einschlossen und durch dické lamge Axon-Bindel miteinander
verbunden waren, wahrend striatale Neurone in gerirDichte nur sehr kurze Neuriten
aufwiesen. Somit schien sich durch die EntstehiesggMktzwerkes auch die Morphologie der
einzelnen Zelle veréndert zu haben. Synchrone 8wstrden nicht nur innerhalb der Zell-
Cluster detektiert, die Korrelation der Aktivitding weit dariber hinaus und umfasste
samtliche Zell-Cluster innerhalb des Elektroderdel®ie Synaptophysin-Expression fiel
allerdings auch in den Kulturen mit hoher Dichtauttieh schwéacher aus als in corticalen

Zellen.
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Segal et al. berichteten, dass striatale Zetientro nur dann dendritische Dornen und
damit funktionelle Synapsen bildeten, wenn sieemem kleinen Anteil corticaler Zellen co-
kultiviert wurden (Segal, Greenberger et al., 20@¥t durch die Anwesenheit von Cortex-
Zellen konnten Spontanaktivitat und Calzium-Stromeden striatalen Neuronen ausgelost
werden. Diese Beobachtungen lie3en sich in den daegestellten Untersuchungen nicht
bestatigen. Dicht ausgesate Striatum-Kulturen wudech ohne Cortex-Zellen spontan aktiv,
und bei dinn ausgesaten konnten auch mitkultivisstécale Zellen kein Neuritenwachstum
induzieren. Die Spontanaktivitdt solcher Co-Kulturglich der von dinnen corticalen

Kulturen, und auch Synaptophysin wurde nur in daticalen Neuriten nachgewiesen.

Corticale Zellen zeigten also eine weitaus hohemed€nz zur Vernetzung als striatale.
In der Literatur findet man keinen Hinweis daraddiss Neurone im Cortex und im Striatum
unterschiedlich dicht sein kénnten. In beiden Falliegt die Packungsdichte in etwa bei
50.000 / mm. Allerdings ist das Striatuim vivoin viele Schaltkreise mit anderen Hirnarealen
eingebunden und weist bei der Ratte mehr als 90@jelRionsneurone auf. Somit werden
sehr viele synaptische Kontakte zu Neuronen ausrandHirnarealen gebildet, wenngleich
die axonalen Kollateralen auch symmetrische Symapgsvischen den einzelnen
Projektionsneuronen bilden (Gerfen, 1988). Die vlmgende Mehrheit der Synapsen im
Cortex verbindet Pyramidenzellen untereinanders®igehdren zu den Interneuronen und
machen 85 % der Neurone im Cortex aus. Hier gibtals® Uberwiegend gleichartige
Verbindungen zwischen gleichartigen Zellen, undGertex kommuniziert vor allem mit sich
selber (Nieuwenhuys, 1994). Mdoglicherweise bendtigiiatale Zellen also den efferenten
Kontakt zum Globus Pallidus. zur Substantia nignd anderen Hirnarealen, um sich auch

untereinander effektiv vernetzen zu kdnnen.

Striatale und corticale Zellen zeigten in dieser tdgsuchung deutliche
gewebespezifische Unterschiede in der Netzwerkbddu wéahrend sich
entwicklungsspezifische Unterschiede zwischen eoraly und postnatal gewonnen Zellen
aus dem Striatum nicht feststellen lie3en. SowShli@um als auch pStriatum vernetzten sich
morphologisch, wenn sie in ausreichender Dichtegesét worden waren, und zeigten

synchrone Spike-Bursts.
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4.5 Funktionelle Netzwerkentwicklung von striatalen und corticalen

Neuronen

4.5.1 Synchrone Oszillationen

Damit Neurone in einem Netzwerk synchron feuernssea sie eine Mindestanzahl
von synaptischen Verknipfungen untereinander bilddrer um ein funktionelles Netzwerk
gepragt von synchronen Spike-Bursts zu bildendiis$ alleine nicht ausreichend. Auch die
Art der synaptischen Verknupfung ist entscheideridie Prasynapse muss einen
exzitatorischen Neurotransmitter freisetzen, fim da der Postsynapse Rezeptoren vorhanden

sind.

Die Kopplung zwischen Pra- und Postsynapse ist cbaidend fir die
Aufrechterhaltung einer regelmalligen Oszillationeefer et al. zeigten, dass sie bei
Netzwerken von Ruckenmarksneuronen, die auf MEARiviert worden waren, durch
Disinhibition mit Antagonisten fir GABA und Glycin-Rezeptoren sowie Antagonisten
gegen AMPA-Rezeptoren ein synchrones Bursten Blé&mrone induzieren konnten (Keefer,
Gramowski et al., 2001). Diese Oszillation, diecial Uber NMDA-Rezeptoren vermittelt
wurde, war extrem regelmafig und stabil. Wurdemgégen NMDA-Rezeptoren blockiert und
exzitatorischer Input iber AMPA-Rezeptoren weitgedgen, so traten die synchronen Bursts
weniger regelmafig auf. Nachdem die Oszillatiormaihinitiiert war, lie3 sie sich weder
durch diverse Rezeptor-Antagonisten zerstéren ndotch Substanzen, die elektrische
Synapsen, die ,Afterhyperpolarization®, die Rezegdesensitivierung oder die
Neurotransmitter-Freisetzung blockieren. Allerdimgstorte die Zugabe von NMDA (20-
50 uM) die periodische Oszillation, wahrscheinldahdas fragile Wechselspiel zwischen Pra-
und Postsynapse zerstort wurde. Die Autoren vermutass die Erschépfung prasynaptischer
Glutamat-Pools (RRP: readily releasable pools)diér Beendigung eines Burst-Ereignisses
verantwortlich ist. Die Zeit, die bendtigt wird,edie Pools wieder zu fullen, bestimme das

Interburst-Intervall.

Auch Puopolo und Belluzzi berichteten, dass Netkvgamtriebene oszillatorische
Aktivitat NMDA-abhangig ist (Puopolo und BelluzZ001). Sie benutzten akute Schnitte des
Riechkolbens, der eine besonders hohe Dichte an AHRBzeptoren aufweist. Durch
Disinhibition mit dem GABA-Antagonisten Bicucullin oder durch Magnesiumentkognte

eine rhythmische Oszillation mit geringer Frequenduziert werden. Der AMPA/Kainat-
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Rezeptor-Antagonist NBQX konnte den Rhythmus nisleinflussen, daher spielen diese
Glutamat-Rezeptoren wohl eine untergeordnete Rmdieder Muster-Generierung. Auch in
der hier vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dassghsiumentzug die Korrelation der
elektrischen Aktivitat in den striatalen Kulturearstarkte und das Feuern vereinzelter Spikes
wahrend der Interburst-Intervalle unterdrickte. dorticalen Kulturen, bei denen die
Korrelation bereits unter Nahrmedium sehr hoch whatfe Magnesiumentzug dagegen nur

einen geringen Effekt.

4.5.2 Synaptische Glutamat-Ausschuttung

Damit ein Netzwerk oszillieren kann, missen sowstditatorische Neurotransmitter
freigesetzt werden als auch die entsprechendenpReea vorliegen. Fir corticale Neurone
ist dies vielfach belegt, aber striatale Neuron&ivo erhalten exzitatorischen Input aus dem
Cortex und generieren ihn nicht selbst. Striatadeifdne schutten vor allem GABA aus, aber
auch Acetylcholin, Substanz P, Enkephalin, Somatostund andere Neurotransmitter
(Kawaguchi, 1997). Die Produktion von Glutamat dudas Striatum selbst ist bisher nicht
eindeutig belegt. Nur eine einzige Veroffentlichlbegichtet, dass striatale Neurone in Kultur
exzitatorische postsynaptische Potenziale aufwjeséie empfindlich gegen den
AMPA/Kainat-Rezeptor-Antagonisten NBQX waren (Dutkg, 1989). Eventuell schitten
striatale Zellen Glutamat nur in einer frihen Phiiser Entwicklung aus und stellen dies im
adulten Zustand ein. Dass sich wahrend der Entwickl die Zusammensetzung der
Neurotransmitter im Nervensystem verandert, istbek allerdings wurde dies noch nicht fur
das Striatum belegt (Benitez-Diaz, Miranda-Conseartal., 2003; Herlenius und Lagercrantz,
2004). Man weil3 aber, dass sich im Striatum derteRaumindest die Expression der
Glutamat-Rezeptoren im Laufe der Entwicklung debtlverandert (Hurst, Cepeda et al.,
2001). Zudem belegen frihere Studien, dass diedsgmm von Neurotransmittern oder fur
deren Synthese relevante Proteine in striataletkdlren durch neurotrophe Faktoren
initiiert werden kann (Mizuno, Carnahan et al., 499entimiglia, Mather et al., 1995; Ivkovic
und Ehrlich, 1999). Dies spricht dafir, dass dienwgete Glutamat-Freisetzung in den hier

geschilderten Experimenten emvitro-Artefakt sein konnte.

Allerdings zeigen die Basalganglien einschlield#s Striatums auch vivo eine
starke Neuroplastizitat, um sich an Veranderungeaupassen. So kann in friilhen Stadien der
Parkinson-Erkrankung der Dopamin-Mangel bis zurii®® %igen Abfall noch ausgeglichen
werden, ohne dass es zu einer ausgepragten Syntjtdmaamt. Erst wenn etwa die Halfte
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der Dopamin-produzierenden Zellen eingegangenzeigen sich erste Krankheitszeichen.
Man vermutet die kompensatorischen Mechanismenchstannerhalb (z.B. Hochregulation
von D,-Rezeptoren), spater dann auch aul3erhalb der Basgign (Bezard, Gross et al.,
2003). Nach Einsetzen der Symptomatik stellt dielikiEtion mit L-DOPA eine sehr effektive
Therapie da, die allerdings nach 5- bis 10-jahrigewendung ihre Wirksamkeit verliert. Es
kommt zu einer allméhlichen Desensitivierung (gelkzanchnet durch ,on-off*-Ph&nomene,
Dyskinesien), fir die unter anderem-Rezeptoren verantwortlich gemacht werden (Verhagen
Metman, 2002). Es ist allerdings nicht ganz kldr,diese Langzeitkomplikationen durch L-
DOPA selbst ausgelost werden oder nur das unas#imé Fortschreiten der Krankheit
widerspiegeln.

Wie viele Neurone in den untersuchten Kulturen &hat freisetzten, wurde nicht mit
immunocytochemischen Methoden Uberprift. Daher kiegine Aussage dariber getroffen
werden, ob der Anteil in den corticalen Kulturerh@bliegt als in den striatalen, auch wenn
dies als wahrscheinlich angesehen werden kanngdtingerer Anteil glutamaterger Zellen in
den striatalen Kulturen wirde erklaren, warum dielléh in den hier vorgestellten
Experimenten so dicht gepflanzt werden musstenjtdaalm Netzwerkaktivitat zeigte. Nur so
hatten die Neurone ausreichend exzitatorischent mu benachbarten Zellen erhalten. Auch
die morphologischen Unterschiede der Zellen benditimind dichter Aussaat konnten darauf
zurlckzufihren sein, dass der einzelnen Zelle bendr Aussaat nicht ausreichend Glutamat
zur Verfigung stand. Frihere Studien haben geziags Glutamat einen grof3en Einfluss auf
die Entwicklung striataler Zellem vivo undin vitro hat (Luk, Kennedy et al., 2003). Die
morphologische und funktionelle Entwicklung von Kaen ist eng gekoppelt. So verhindert
die Blockade der Spontanaktivitdt durch Zugabe edew von TTX- oder AMPA/Kainat-
Rezeptor-Antagonisten ins Nahrmedium das Auswachaeonaler Verzweigungen in
organotypischen Schnitten (Uesaka, Hirai et al0520Der Ubergang von homogen verteilten
Zellen mit kurzen Neuriten, die nur unkorreliertektidnspotenziale feuerten, zu einem
Netzwerk mit Zell-Clustern und synchroner Burst-ikét erfolgte in dieser Untersuchung
nicht sukzessive mit steigender Zelldichte, sonddsrupt ab einer gewissen Dichte, bei der
ein bestimmter Schwellenwert Uberschritten wurdes® Schwelle kbnnte z.B. an Rezeptoren

gebundenes Glutamat darstellen, das benétigt wimddie Netzwerkbildung auszulésen.
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4.5.3 Synaptische Glutamat-Rezeption

Durch Applikation des exzitatorischen Neurotransenit Glutamat wurde in den hier
beschriebenen Versuchen die Netzwerkaktivitdt nighsteigert, sondern inhibiert, was
zunachst tberraschen mag. Die Messungen wurdediatie in magnesiumfreier Badlosung
durchgefuhrt, d.h. alle NMDA-Rezeptoren waren aktind konnten prasynaptisch
freigesetztes Glutamat registrieren, so dass didr¥¢heinlichkeit fir ein postsynaptisch
gefeuertes Aktionspotenzial zunahm. Da das Zusarspien zwischen prasynaptisch
freigesetztem Glutamat und postsynaptischen NMDaeReoren verantwortlich ist fur die
regelmafige Oszillation des Netzwerks mit synchmoBersts, flihrte die externe Zugabe von
Glutamat zu einer Uber-Aktivierung der Zellen, didieses labile Gleichgewicht
beeintrachtigte und damit die Aktivitat zerstori€eéfer, Gramowski et al., 2001). Nur
innerhalb eines sehr engen Konzentrationsberemimése Glutamat aktivierend: Die Burst-
Frequenz nahm zu, wahrend die Burst-Dauer abnahdhetd Glutamat-Konzentrationen
fuhrten zu einem hdheren Anteil nicht in Burstsgeinundener Spikes und beeintrachtigten
die Korrelation der Aktivitdt zwischen den Elektemd Unter noch hoheren Konzentrationen
wurde zunéchst das synchrone Burst-Muster zugunsianEinzelspike-Aktivitat zerstort —
wobei einige Neurone zu tonischen Spikes angeragdem — und letztendlich jegliche
Aktivitat komplett unterdriickt. Dieser Ablauf gdiir alle untersuchten Zelltypen in gleicher
Weise, allerdings mit unterschiedlicher Sensitivit&€orticale Kulturen reagierten am
empfindlichsten auf Glutamat, so dass schon einez&uatration von 100 uM die Aktivitat
vollkommen inhibierte. Unter der gleichen Konzetitna feuerten eStriatum-Kulturen noch
vereinzelte Aktionspotenziale, wéahrend die Aktivka@n pStriatum nahezu unverandert blieb.
Erst ab einer Konzentration von 1 mM Glutamat wudde Aktivitdt von pStriatum ahnlich
stark, aber nicht komplett inhibiert. Striatale [al die zu einem friheren Zeitpunkt der
Entwicklung prapariert worden waren, zeigten alse é0here Empfindlichkeit fur Glutamat.
Da eStriatum und pStriatum in gleicher Dichte as&gj@vorden waren und morphologisch
ahnlich stark vernetzt waren, liegen diese untéesiiichen Sensitivitaiten wohl auf der

Einzelzellebene begriindet, z.B. in einem abweicterikzeptorbesatz.

Der wirksame Konzentrationsbereich von Glutamatiierae allerdings nicht nur
zwischen den verschiedenen Zelltypen, sondern werstark auch zwischen den einzelnen
untersuchten Netzwerken eines einzigen Zelltypsw@alen einige Netzwerke von pStriatum
durch 100 uM Glutamat aktiviert, andere inhibidfaktoren, die bestimmen, ob und in

welcher Form eine Konzentration wirksam ist, simok allem die Dichte der Zellen im
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Netzwerk und der Grad ihrer Vernetzung, der Antathibitorischer im Vergleich zu

exzitatorischen Neuronen und der Rezeptorbesatz.

Alle Messreihen mit Glutamat zeigten im Vergleich den anderen untersuchten
Substanzen eine schlechte Reversibilitat, d.h. Aagdwaschen kehrte die Netzwerkaktivitat
nicht wieder in den Ausgangszustand vor Substarikappn zurick. Hatte Glutamat die
Spikerate im Vergleich zur ersten Kontrollmessurigbt, so lag sie nach Auswaschen meist
noch hoéher. Hatte Glutamat inhibiert, wies die zevédontrollmessung eine noch niedrigere
Spikerate auf. Vermutlich kam es unter der etwailidtigen Applikation von Glutamat zu
einer Reaktion der Zellen, die eine Sensitivierang Folge hatte, wodurch sie empfindlicher
fur das innerhalb des neuronalen Systems prasgehpfieigesetzte Glutamat wurden. Ein
maoglicher Mechanismus, Uber den eine solche Seiesiing der Neurone vermittelt werden
konnte, stellt die Langzeit-Potenzierung (LTP) dieei, der wiederholte Depolarisationen einer
Zelle die Wahrscheinlichkeit fir die Erregung eirmstsynaptischen Zelle erhéhen. Die
Langzeit-Potenzierung wird durch NMDA-Rezeptorenrnvigtelt und wurde fir den
Hippocampus, Cortex und das Cerebellum, aber aiiclkids Striatum beschrieben (Pisani,
Centonze et al., 2005; Akopian und Walsh, 2006). fstsynaptischer Calzium-Strom, der
durch Offnung der NMDA-Kanéle hervorgerufen wurdighrt zum verstarkten Einbau und
zur leichteren Erregbarkeit von Glutamat-Rezeptdtarscher, Nicoll et al., 2000). Erst eine
Kombination aus MEA- und Einzelzell-Messungen kaufschluss dartiber geben, ob ein

solcher Mechanismus auch in unseren Netzwerkersainkwar.

4.5.4 Synaptische GABA-Ausschuttung

Im adulten Striatum stellen GABAerge mittelgro3ermige Projektionsneurone
(medium-sized spiny projection neurons) den mit tAbd grol3ten Anteil der
Neuronenpopulation, etwa 90 — 95 % (Kawaguchi, 199fe verbleibenden Interneurone
gliedern sich auf in zwei grof3e Gruppen, von dedieneine Acetylcholin und die andere
GABA freisetzt. Die Versuche dieser Untersuchungriken allerdings nicht bestatigen, dass
fast alle oder zumindest alle Projektionsneurone Staatum-Kulturen GABA exprimieren.
So waren zwar etwa 90 % der Neurone in allen ataatKulturen identisch in Grof3e und
Form, aber nur eine Minderzahl von ihnen war imnpositiv fir GABA. Doppelfarbungs-
Experimente zeigten, dass nur etwa 20 — 25 % dardde von CryoStriatum, eStriatum und
CryoCortex und etwa 50 % von pStriatum GABAerg war®er unterschiedliche Anteil
GABAerger Zellen in eStriatum bzw. CryoStriatum ytskriatum kénnte ein Indikator fir das
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Entwicklungsstadium sein, denn Untersuchungen vmanfan et al. bestéatigen, dass der
Anteil GABAerger Zellen wahrend der embryonalen vidoklung allm&hlich zunimmt
(Fiszman, Behar et al.,, 1993). Sie bestimmten demeiA GABAerger Zellen im sich
entwickelnden Striatum der Ratte auf 3 % (E13) b@Wo (E14) und bei adulten Zellen auf
90 %.

Der Entwicklungszustand schien aber nicht der gam#taktor zu sein, der mit der
GABA-Expression korrelierte: So befanden sich inl-Bdustern, die haufig in den sehr
dichten striatalen Kulturen auftraten, deutlich mé&bABAerge Zellen als in homogen
verteilten Kulturen mit geringerer Zelldichte. Aualenn dieses Phanomen so bisher nicht in
der Literatur beschrieben wurde, weif3 man docls dasZelldichte einen starken Einfluss hat
auf Genexpression und Signalkaskaden von Neurobes, (Canu et al., 1997; Parnas und
Linial, 1997). Sonnewald et al. fanden eine Diskrep zwischen der Menge an GABA in
ithren Zellkulturen und der Anzahl Zellen, die das GGABA-Synthese notwendige Enzym
Glutamat Decarboxylase (GAD) exprimieren. Sie veenudass GABA nach der Synthese in
Zellen verteilt wird, die keine eigene GAD besitz8onnewald, Olstad et al., 2004). Trafe
diese Vermutung auch auf unsere Kulturen zu, se i@ erhéhte Zelldichte nicht eine GAD-
Expression in vorher GAD-negativen Zellen bewikndern lediglich die ,Umverteilung”
von GABA, die erst durch die rdumliche Nahe dededemdglich geworden war. Dies wirde
auch erklaren, warum die Immunofarbung von GABA#Hd=n Zellen in den dinnen
Kulturen immer intensiver war als in den dichtenuréh GABA-Transporter ware eine
Wiederaufnahme des Neurotransmitters aus dem sgolagh Spalt in die Zellen moglich.

Der relativ hohe Anteil GABAerger Neurone im Stuiat behinderte nicht die
Ausbildung synchroner Oszillation. Man hatte ereartkdonnen, dass die GABA-
Ausschittung Spontanaktivitdt komplett unterdriiclg sie einen hyperpolarisierenden
Chlorid-Einstrom in die Postsynapse auslost. In dat zeigen Projektionsneurone in
Schnitten des Striatums, bei denen der corticgdatlabgetrennt wurde, eine extrem geringe
Spontanaktivitat. Daher werden in der Regel Sobniirwendet, die das Striatum mehr oder
weniger im Kontext der umliegenden Hirnareale ksdas bzw. organotypische Kulturen, die
Striatum, Cortex und Substantia nigra umfassenmlelm hier verwendeten striatalen Kulturen
genugte der exzitatorische Einfluss des intringacBlutamats, um Spontanaktivitat trotz des
hohen Anteils GABAerger Zellen zu ermdglichen. Dgtgtzt die Theorie, dass die ,Stille®
von striatalen Neuronen nicht auf einer GABA-inaurzn Inhibition beruht (Wilson, 1995).
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4.5.5 Synaptische GABA-Rezeption

Aber auch wenn GABA die oszillatorische Aktivitdtht unterbindet, so moduliert sie
sie doch. Nach Blockade der GARMARezeptoren mit Bicucullin, wodurch der
hyperpolarisierende Effekt des Chlorid-Einstromsgeschrankt wird, stieg die Feuerrate der
striatalen Netzwerke deutlich an. In corticalen tkitén, die nur wenig GABA freisetzen, war
kein Effekt erkennbar. Die Disinhibition mit Bicutn verstarkte in den striatalen Kulturen
die Korrelation der Aktivitat, ablesbar am Parame&lehen’s Kappa und dem Anteil leerer
Bins. Auch an hippocampalen Neuronen wurde bemisionstriert, dass Bicucullin die
synaptische Effizienz erhdoht und die Netzwerkakdtvivon eher unkorreliertem Feuern zu
periodischen und synchronen Bursts anregen kamticlder Musteranderung, die wir nach
Magnesiumentzug beobachtet haben (Arnold, Hofmamh,e2005). Auch dort trat der Effekt

am deutlichsten zutage bei Kulturen, die zuvoreine schwache Korrelation gezeigt hatten.

Bicucullin verlangerte in den striatalen Kulturemdem die Burst-Dauer und erhdhte
die Zahl der Spikes pro Burst. Ein Mechanismus,ddéiir verantwortlich sein kdnnte, ist die
auch in striatalen Projektionsneuronen beobachigéke afterhyperpolarization® (AHP).
Diese nach Feuern eines Aktionspotenziales durchziu@aaktivierte Kaliumkanale
ausgeloste Hyperpolarisierung der Zellmembran &rsth das Auslosen eines erneuten
Aktionspotenziales und ist durch Bicucullin (2045®1) blockierbar (Shi und Rayport, 1994).
Mit dem MEA-Messsystem lasst sich das Membranpaaéteder nicht direkt bestimmen (s.
Barium-Abschnitt), so dass diese These nicht Ubérprerden konnte.

Der inhibitorische Neurotransmitter GABA spielt @lsine Rolle bei der Termination
eines Burst-Ereignisses, weniger bei der Initiatdber auch nach der Blockade der GABA
Rezeptoren durch Bicucullin fanden Bursts spatestach 500 ms ein Ende, so dass die
GABA-Rezeption nicht alleine fur die Terminationtgcheidend sein kann. Auch corticale
Kulturen mit einem geringen Anteil GABAerger Zelleveisen ,stille* Interburst-Intervalle
auf. Das Ende eines Bursts wird vermutlich auchgelist durch die Erschopfung
prasynaptisch verfiigbarer Glutamat-Pools (Keefean@wski et al., 2001). GABA fuhrt nur
zu einem friheren Ende des Bursts. Auffallend wiaiss die langere Burst-Dauer in den
striatalen Kulturen nach Bicucullin-Gabe mit einéerlangerung der Interburst-Intervalle
einherging. Dies lasst sich vielleicht dadurch @mh, dass in einem Netzwerk ohne
Disinhibiton GABA zu einem ,vorzeitigen“ Ende deuits fuhrt, also bevor die Glutamat-
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Vesikel komplett entleert wurden. Somit sind sielaschneller wieder aufgefillt, um einen

neuen Burst zu initiieren.

4.5.6 Blockade des einwarts gerichteten Kaliumgleichrichgrs durch Bariumchlorid

In den hier vorgestellten Experimenten erhohterdiativ unspezifische Kaliumkanal-
Blocker Barium die Netzwerkaktivitat, allerdings rnbei postnatal gewonnen striatalen
Kulturen. Die Aktivierung ging aber anders als B&ucullin nicht mit einer Verlangerung
der Burst-Dauer, sondern mit einer Erhéhung dersBhrequenz einher. Aullerdem
beeintrachtigte Barium ahnlich wie Glutamat die tetation der Aktivitat tber das Netzwerk
hinweg, unabhangig davon, ob sie angeregt wurdennden postnatalen oder inhibiert wie in
den embryonalen striatalen Kulturen. Der Zerfab @eirsts-Musters kann also sowohl einen
aktivierten als auch einen inhibierten Zustand Metzwerkaktivitat begleiten. Umgekehrt ist
eine Schwachung der Spikerate nicht unbedingt meneZerfall des Burstmusters gekoppelt.
Der Natriumkanalblocker TTX und der Neurotransmitt€SABA inhibieren die
Netzwerkaktivitat durch Verlangerung der Interbdrgervalle, wahrend der Anteil in Bursts
organisierter Spikes erhalten bleibt (Otto, Gottale 2003).

In Projektionsneuronen des Striatums ist ein eitsvgerichteter Kaliumgleichrichter
besonders markant ausgepragt, der das Membran@tenginem hyperpolarisierten ,Down-
State” halt. Erst durch starken exzitatorischerfl&ss entlang des Dendritenbaumes wird der
Kaliumgleichrichter deaktiviert und das Membranpaial in einen leicht depolarisierten
~,Down-State* versetzt, von dem aus Aktionspoterezigefeuert werden kénnen, aber nicht
gefeuert werden missen. Das Membranpotenzial gprurgck zum ,Down-State”, wenn der
synaptische Input unter ein Level fallt, von dens der Kaliumgleichrichter wieder aktiviert
werden kann (Wilson und Kawaguchi, 1996). Diesechémismus ist verantwortlich fir den
Phasentbergang von stillen Interburst-Intervallan ausgepragten Bursts in striatalen
Neuronenm viva Wird der Kaliumgleichrichter blockiert, erleichtalies den Ubergang vom
.Down“- in den ,Up-State*, der dadurch haufiger @dgt. Somit werden auch
Aktionspotenziale wabhrscheinlicher, was im Einklangit den hier beschriebenen
Beobachtungen steht. Bariumchlorid (500 uM) verddigpdie Spikefrequenz bei pStriatum,
hatte aber keinen signifikanten Einfluss auf dig&k&ate von corticalen Zellen. Zwar ist auch
fur Neurone des Cortex ein Ubergang des Membranpiatis vom ,Down*- zum ,Up-State®
beschrieben, vermutlich ist er aber weniger stadgapréagt als in striatalen Neuronen (Cowan
und Wilson, 1994).
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Tepper und Trent berichten, dass der Kaliumgleatiter bei Ratten erst ab einem
Alter von mehreren Tagen exprimiert wird und nagcdi Vochen ein Plateau erreicht (Tepper,
Sharpe et al., 1998). Somit ware auch kein BaridfekiE in den in dieser Untersuchung
eingesetzten pStriatum-Kulturen zu erwarten gewesdamliese am Tag P1 prapariert worden
waren. Allerdings wurden die Zellen erst nach medir&Vochen in Kultur vermessen, so dass
sie im Brutschrank vielleicht den ReifezustandrélteZellen erreicht haben kdnnten. Da sich
eStriatum durch Barium nicht aktivieren liel3, sceei embryonale Zellen diesen Zustand
auch nach noch langerer Kultivierungszeit nicheietren zu kénnen. Zum Zeitpunkt der
Praparation (E15) ist dafir eventuell noch der IE8¥ umgebender Hirnareale notwendig.
Vielleicht wird der Kalium-einwéarts-Gleichrichterkal in den Neuronen des embryonalen
Entwicklungszustands noch nicht oder nicht im dleit Umfange exprimiert wie im
postnatalen Stadium, so dass deshalb keine aldnder Wirkung von Barium beobachtet
werden konnte. Dies erklart aber lediglich, waruim dellen ,nicht* aktiviert wurden und

nicht, warum sie inhibiert wurden.

Eine mogliche Erklarung fir diese Inhibition isass synchronen Burst-Ereignissen
ein starker und koharenter synaptisch vermittedbezitatorischer Input vorausgehen muss.
Bariumchlorid wirkt nicht besonders spezifisch uhtbckiert vermutlich auch auswarts
gerichtete Kaliumstrome. Durch die Blockade von i@akanalen wird die
Wabhrscheinlichkeit fur das Feuern eines einzelnektioAspotenziales erhéht, da das
Membranpotenzial depolarisiert wird, es werden agh Regelmechanismen aul3er Kraft
gesetzt, die die Koharenz der Aktivitat kontrokier Die daraus resultierende Inkoharenz des
synaptischen Inputs, sichtbar auch am gré3erenilAntdt in Bursts eingebundener Spikes,
bewirkt letztendlich eine Inhibition der Netzwerkiakat, da sich die Wahrscheinlichkeit fur
die Initiation eines Burst-Ereignisses verkleinéteriodische Bursts in neuronalen Kulturen
werden nicht durch spezifische ,Schrittmacher-Naafdkontrolliert, sondern resultieren aus
zeitlicher und raumlicher Summation eines kontirlideen und zufalligen Hintergrunds von
synaptischem Input (Maeda, Robinson et al., 19B&¥ser synaptische Input besteht dabei
nicht nur aus prasynaptischen Aktionspotenzialemndern auch aus postsynaptischen
Depolarisationen ausgeltst durch auch im Ruhezdsjanffnete NMDA-Kanéle oder durch
Miniatur-EPSCs (exzitatorische postsynaptische re#)d(Robinson, Kawahara et al., 1993).
Die elektrische Kopplung schien in den embryonatiatalen Kulturen generell schwacher
zu sein als in den postnatalen oder corticalenrada der Offnung von NMDA-Kanéalen durch
Magnesium-Entzug immer noch ein hoher Anteil vochhin Bursts eingebundenen Spikes

registriert und ein niedriger Wert fir Cohen’s Kappestimmt wurde. Dies machte sie
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anfalliger fur Barium als pStriatum, dessen Netxaktivitat zwar unkorrelierter wurde, aber
nicht vollkommen zusammenbrach. Bei pStriatum kenrBarium auch in hohen
Konzentrationen bis 2 mM die Aktivitat nicht untgidken. Barium blockiert wahrscheinlich
vorzugsweise den einwarts gerichteten Kaliumgléitiver, der den Ubergang vom ,Down*
zum ,Up“-State bestimmt, aber weniger Einfluss da$ Feuern einzelner Aktionspotenziale
hat. Erst dann, wenn diese Kanale nicht oder nuganngen Mengen vorhanden sind,
blockiert Barium solche Kaliumkanéale, die die Walhesinlichkeit fir das Feuern eines

einzelnen Neurons erh6hen und es so aus dem KatgsxXtetzwerks herausreil3en.

4 5.7 Blockade anderer Kaliumkanéle durch Bariumchlorid

Die Vermutung, dass Barium relativ unspezifischittalstrome blockiert, indem es
sich in die Pore der Kandle setzt, sollte Uberpwgtden, indem man sich eine typische
Eigenschaft von Kaliumkanal-Blockern zunutze mackiazelzell-Messungen haben gezeigt,
dass die Blockade von Kaliumkandlen zu einem ,Auteve der Wellenform eines
Aktionspotenzials fuhrt, da Kaliumstréme vor alléir die Repolarisationsphase am Ende
eines Aktionspotenziales verantwortlich sind. Zursivertung wurden pStriatum-Messungen
herangezogen, bei denen Barium einen deutlich iakéinden Effekt gehabt hatte. Aber ein
Einfluss von Barium auf die Spikeform war nicht haeisbar: die Spikebreite war vor und

nach Barium-Applikation jeweils identisch.

Eine Wirkung von Barium auf auswaérts gerichtete ildaktrome war in diesem
System entweder nicht vorhanden oder aber — waswdarscheinlichere Fall ist — nicht
nachweisbar, da mit MEAs keine direkte Potenzitdd#inz zwischen Innen- und Aul3enseite
der Zellmembran gemessen werden kann. Auch eineerind der extrazellularen Kalium-
Konzentration hatte Ubrigens keinen Einfluss awu# @pikeform (Daten nicht gezeigt).
Offenbar entsprechen die in diesem System gemeasdezidpotenzialdnderungen nicht dem
Aktionspotenzial, wie es durch ,whole-cell*-Messemgmit Glasmikroelektroden bestimmt
wird. Die bei pStriatum nachgewiesenen langeremalnirst-1ISIs unter Barium kénnten
allerdings auf verlangerte Refraktarzeiten hindeuf@ies wirde durchaus fir einen Effekt
von Barium auf auswarts gerichtete Kaliumstromeesipen, da diese fir die Repolarisation
der Zellmembran nach einem Aktionspotenzial verantiwh sind. Zumindest im Herzmuskel
wurde bereits gezeigt, dass Barium sowohl die absails auch die relative Refraktarzeit
verlangert (Wu, Su et al., 1999; Varma, Qi etz2002).
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Die geringfiigig kleinere Amplitude der Aktionsporéaie, die in einigen Fallen
beobachtet wurde, kdnnte auf einen Effekt von Bacilorid auf Natriumstrome schlief3en
lassen, aber eine andere Erklarung ist wahrschkearti Wenn zwei aktive Neurone in gleicher
Entfernung von der Elektrode liegen und &hnlichék&prmen haben, sind sie schwierig
voneinander zu diskriminieren und werden eventunelt als einzelnes Neuron gewertet.
Hatten die Aktionspotenziale des einen Neurons geengfligig kleinere Amplitude und
ware dieses Neuron durch Barium starker aktivientden als das benachbarte, so konnte dies
schon zu einer im Mittel kleineren Amplitude fuhréuf3erdem sieht man in Abbildung 25,
dass die Standardabweichung der Amplitude schoer introllbedingungen relativ grof3
war, entweder weil Signale von verschiedenen Zetlyistriert wurden oder einfach die

Grenzen der Auflésungsgenauigkeit des MEA-Systamescht waren.

4.5.8 Dopamin-Rezeption

Aus medizinischer Sicht ist die Wirkungsweise vompBmin auf die Aktivitat
striataler Zellen von besonderer Bedeutung, daSgmptomatik der Parkinson-Erkrankung
vor allem auf einem Absterben dopaminerger Zeltedar Substantia nigra beruht, die in das
Striatum projizieren und dort Dopamin freisetzemsh&r wurden mindestens finf Dopamin-
Rezeptor-Subtypen charakterisiert, die i Dnd D-ahnliche Rezeptoren unterteilt werden
und an G-Proteine gekoppelt sind. Dopamin-Rezeptorsodulieren die neuronale
Erregbarkeit, indem sie die Eigenschaften einer I2dld von unterschiedlichen
spannungsabhangigen lonenkanéalen verandern urid 8ymaptische Ubertragung eingreifen.
Diese Vielzahl von teils entgegen gerichteten B#elerklart vermutlich, warum es zum Tell
widerspruchliche Aussagen darlber gibt, ob Dopaexiritatorisch oder inhibitorisch wirkt
(Nicola, Surmeier et al., 2000). Aktivierung von-Rezeptoren durch Stromzufuhr (current
injection) scheint die Spike-Aktivitat eher zu exthiigen, wahrend sie durch Aktivierung von
D,-Rezeptoren erhéht wird.

Auch die Versuche dieser Untersuchung konnten keamedeutigen, reproduzierbaren
Effekt von Dopamin auf die Netzwerkaktivitat stabr Kulturen belegen. Die Auspragung
und Starke der von Dopamin hervorgerufenen Antvgotiien stark von der individuellen
Auspragung des untersuchten Netzwerks abzuhéngemdenziell schien Dopamin eher
aktivierend zu wirken, wie es Abbildung 31 zeighwohl auch entgegengesetzte Effekte
eintraten. Bei sehr komplexen Mechanismen, wiedsieh Dopamin ausgel6st werden, sind

kleine neuronale Netze, deren Zusammensetzung uerdhetzungsgrad nicht genau
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standardisiert sind, vielleicht keine angemessdaviedelle. Um den Einfluss von Dopamin
oder eines Dopamin-Mangels auf die Funktion desatBtns zu untersuchen, sind sie

womoglich zu weit von den vivo-Situation entfernt.

4.6 Cryokonservierung

Cryokonservierte Neurone bieten gegeniber friséipgmerten Zellen den Vortell,
dass keine Tierhaltung notwendig ist und die komipite Praparation entfallt. Experimente
konnen so ohne lange Planungsphase und aufwéndigarbeéiten durchgefihrt werden.
Neben Zellen des Cortex, des Striatums, des Hipppua und des Rickenmarks der
embryonalen Ratte, sind mittlerweile auch Neurogreasinbryonalen Maus erhaltlich, die auch
schon auf MEAs getestet wurden (Otto, Fleischernlgt2006). Da die cryokonservierten
Zellen von 80-90 Embryonen stammen, spielen indiileé Unterschiede eine weniger grol3e
Rolle, was der Reproduzierbarkeit der Experimeniguie kommt. Nichtsdestotrotz darf das
Einfrieren naturlich nicht die Eigenschaften deliete beeinflussen. Mehrjahrige Erfahrungen
in diesem Labor sowohl mit cryokonservierten alshamnit frisch praparierten Zellen aus dem
Cortex und dem Striatum haben gezeigt, dass beyperrlsich weder in morphologischen
noch in funktionellen Merkmalen unterscheiden (O@&ortz et al., 2003). Auch der Hersteller
der Cryo-Zellen, QBM Cell Science, gibt an, dass l@ine Verdnderungen der

Zelleigenschaften durch den Prozess des Einfrideststellen konnte.

4.7 Resumee und Ausblick

MEAs, auf denen neurale Zellen kultiviert werdenetén die Moglichkeit, das
Entstehen eines neuronalen Netzes Uber einen Wmitrason mehreren Monaten zu
beobachten. So konnte gezeigt werden, dass dieefermur funktionellen Vernetzung bei
striatalen Neuronen deutlich schwacher ausgepsigals bei Neuronen aus dem Cortex.
Durch Applikation von Pharmaka wurden sowohl gewedds auch entwicklungsspezifische
Merkmale der Zellen bestimmt. Zukiinftige Untersuaipen von striatalen Zellen auf MEAs
sollten versuchen, starker der Wirkungsweise desrdiensmitters Dopamin innerhalb
neuronaler Netzwerke auf den Grund zu gehen. Diertthpung von an Einzelzellen
gewonnenen Erkenntnissen auf die MEA-Technik istgliob, z.B. durch den Einsatz

rezeptor-spezifischer Agonisten und AntagonistenctAware es denkbar, Neurone aus der
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Substantia nigra mit striatalen Kulturen zu cokudtien und so direkt ihre Interaktion zu

beobachten.

Die hier vorgestellten Untersuchungen zeigen dianchn, aber auch die Grenzen der
MEA-Technik. Denn einerseits bietet sie die Mogkeh, elektrisch aktive Zellen tUber einen
langen  Zeitraum zu beobachten. Herkdbmmlichen Uunétdnsngsmethoden  mit
Glasmikroelektroden hat sie voraus, dass die Zédkinder Messung nicht zerstért werden,
und so das gleiche Netzwerk mit den gleichen Neamamehrmals untersucht werden kann
statt eines parallelen Ansatzes, der sich in Z#iléi und -zusammensetzung unterscheiden
konnte. Die MEA-Technik ist so schnell und leicimzawenden, dass auch grof3e Substanz-
Bibliotheken auf ihre neuroaktive Wirkung hin urstecht werden kénnen. Sowohl synaptisch
wirksame Substanzen als auch Modulatoren von langilkn sind mit dieser Methode

nachweisbar.

Andererseits werden zur Aufklarung genauer Wirknagitmen immer noch préazisere
Methoden bendtigt. So konnte im Rahmen dieser Sabtftung z.B. nicht festgestellt werden,
ob ein Kaliumkanal-Blocker die Wellenform eines mkispotenzials verandert oder einen
Einfluss auf das Membranpotenzial hat. Da sichw#ievendeten Netzwerke nicht nur aus
gleichartigen Zellen zusammensetzen und auch dad @er Vernetzung unterschiedlich sein
kann, wird die Untersuchung einer neuroaktiven s problematisch, wenn sie teils
divergente Effekte in den Zellen auslost. Je nachptdgung des Netzwerkes kann das Pendel
in die eine oder die andere Richtung ausschlageh aun widersprichlichen Ergebnissen

fuhren. Einzelzelluntersuchungen zeigen meist warggoRe Schwankungen.

Diese Arbeit hat aber auch gezeigt, dass nichQmarakteristika der Einzel-Zelle das
Netzwerk bestimmen, sondern auch umgekehrt Netpmeskneter das Verhalten der
einzelnen Zelle beeinflussen. So bestimmt z.B. @emd der Vernetzung, ob eine Zelle
tonische Aktionspotenziale feuert oder Spike-BurBher missen auch die Ableitungen von
einzelnen Zellen kritisch betrachtet werden, weemé Netzwerkparameter in die Analyse
einbezogen werden. Zudem kann die Prazision eingthddle in die Irre fuhren, wenn sie
Effekte an einer einzelnen Zelle misst, die so saiwausgepragt sind, dass sie im
Zellverband unterschwellig und damit wirkungslogibén. Letztendlich kann uns aber die
Kombination von Untersuchungen der einzelnen Zelks Netzwerks und der Interaktion
zwischen Netzwerken ein komplettes Bild vermittelber die komplexe Funktion des

zentralen Nervensystems.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Oszillationen neuronaler Netzwerke sind Kennzeichearologischer Erkrankungen
wie Epilepsie oder Parkinson. Mit der Kultivierungpn dissoziierten Neuronen auf
Mikroelektroden-Arrays (MEAS) ist es erstmals mofgli geworden, die funktionelle
Entwicklung eines neuronalen Netzies vitro Uber einen langen Zeitraum zu verfolgen.
Bisherige Untersuchungen mit Neuronen aus dem &KoH@@pocampus und Ruckenmark
zeigten, dass sie nach ausreichender Kultivierisigspontan synchrone und rhythmisch
oszillierende Spike-Bursts feuerten, die starkaghaterg getrieben waren. Im adulten Corpus
Striatum schitten 90 — 95 % der Neurone den irdgrisithen Neurotransmitter GABA aus,
wahrend exzitatorischer Input allein durch glutaange Afferenzen anderer Hirnareale
vermittelt wird. In der folgenden Arbeit sollte dak werden, ob striatale Neurone auf MEAs
spontan aktive und oszillierende Netzwerke bildelstiotypische Eigenschaften sollten

bestimmt und ihr Einfluss auf die neuronale Netkaktivitat untersucht werden.

Sowohl Zellen des embryonalen (eStriatum) als adeb postnatalen Striatums
(pStriatum) der Ratte lieRen sich auf MEAs kultreie. In starker Abhangigkeit von der
Zelldichte entwickelten sie entweder seltene undunkorrelierte spontane Spike-Aktivitéat
(<2.5x 10/ cnf) oder aber regelmaRig oszilierende Spike-Burst$ x 16/ cnf). In
dinnen Kulturen lief3 sich lediglich ein Anteil v@® % (eStriatum) bis 50 % (pStriatum)
GABAerger Neurone bestimmen, in dichten Kultureg é& deutlich héher. Dort verdoppelte
der GABA-Antagonist Bicucullin (50 uM) die Spikeeabeider striataler Zelltypen durch eine
Verlangerung der Burstdauer, hatte aber keinenkEffef die Aktivitat corticaler Zellen.
Blockade des NMDA-Rezeptors durch APV (20 uM) bé&wareine deutliche Reduktion der
elektrischen Aktivitat, was auf eine Ausschittungs dexzitatorischen Neurotransmitters
Glutamat innerhalb der striatalen Netzwerke schkeiel@sst. Dass sich elektrophysiologische
Parameter striataler Neurone wahrend der embryoridéwicklung verandern, konnte durch
die Applikation des Kaliumkanal-Blockers Bariumatdb (500 pM) gezeigt werden:
Wahrend es die Spikerate von pStriatum durch eiri@hte Burstfrequenz aktivierte,

schwachte und desynchronisierte es die Netzwerktktvon eStriatum.

Histiotypische Eigenschaften striataler Neuroneegg@in sich in ihrer elektrischen
Aktivitat auf MEAs wider. Als oszillierende Netzwear stellen sie Modellsysteme dar fur
Oszillationen in vivo und kodnnten Ausgangspunkt sein fur die Entwicklunguer

Therapieansatze.
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6 ABKURZUNGEN UND ZUSAMMENSETZUNGEN

6.1 Abklrzungen

4-AP: 4-Aminopyridin

AHP: Afterhyperpolarization (Nachhyperpolarisatipogenzial)

AMPA: Alpha-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-pmepnsaure

APV: D,L-2-Amino-5-Phosphonovalerianséure

CPu: Caudate Putamen

CryoCortex: Cryokonservierte Neurone des Cortexrgorialer (E18/E19) Ratten
CryoStriatum: Cryokonservierte Neurone des Strigtembryonaler (E18/E19) Ratten
DAPI: 4,6-Diamidino-2-phenylindol

div: Daysin vitro (Tage in Kultur)

E15: Embryonaltag 15

EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure

EEG: Elektroenzephalographie

EPSC: excitatory postsynaptic current (exzitatbrsgostsynaptischer Strom)
EPSP: excitatory postsynaptic potential (exzitatdres postsynaptisches Potenzial)
eStriatum: Neurone des Striatums embryonaler (REben

FCS: Fetal calf serum (Fotales Kalberserum)

FITC: Fluorescein Isothiocyanat

fMRT: funktionelle Magnetresonanz-Tomographie

GABA: y-Aminobuttersaure

GAD: Glutamat Decarboxylase

GFAP: glial fibrillary acidic protein (gliales fillfares saures Protein)

HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethanschwefaete

Hz: Hertz

IBI: Interburst-Intervall

IgG: Immunglobulin G

ISI: Interspike-Intervalle

Kir: einwarts gerichteter Kaliumgleichrichterstrom

Ky: spannungsabhéangiger Kaliumstrom

L-DOPA: L-3,4-Dihydroxyphenylalanin

LTP: Long-term potentiation (Langzeit-Potenzierung)
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MAP2: Microtubule-associated protein2 (Mikrotubasisoziiertes Protein 2)
MEA: Mikroelektroden-Array

MEG: Magnetenzephalographie

NBQX: 1,2,3,4-Tetrahydro-6-nitro-2,3-dioxo-benzati)jnoxalin-7-sulfonamid
NMDA: N-Methyl-D-Aspartat

PO: Postnataler Tag 0 (Tag der Geburt)

PBS: Phosphate buffered Saline (Phosphat-gepuaitddsung)

PDL: Poly-D-Lysin

PET: Positronen-Emissions-Tomographie

PFA: Paraformaldehyd

pStriatum: Neurone des Striatums postnataler (RfeR

Rpm: Rotations per minute (Umdrehungen pro Minute)

TEA: Tetraethylammonium

VS: vVersus
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6.2 Zusammensetzungen

Nahrmedium:

mv10-Nahrmedium:

Standard-Badl6sung:

Neurobasalmedium (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

+ B27-Supplement (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

+ 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin
(Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe)

+ 0,5 mM L-Glutamin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

Minimal Essential Medium (MEM) mit Earle’s Salzen
ohne L-Glutamin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

+ 10 % FCS (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

+ 30 mM Glucose (Sigma, Taufkirchen)

+ 2 mM L-Glutamin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

+ 2,5 mg Insulin (Sigma, Taufkirchen)

+ 10 mM HEPES (Sigma, Taufkirchen)

150 mM NacCl (Sigma, Taufkirchen)

+ 10 mM HEPES (Sigma, Taufkirchen)
auf pH 7,4 titriert mit NaOH

+ 4 mM KacCl (Sigma, Taufkirchen)

+ 2 mM CadCl (Sigma, Taufkirchen)

+ 10 mM D-Glucose (Sigma, Taufkirchen)
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