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1 Einleitung

Das Gehirn ist das zentrale Steuerorgan jedes hoheren Lebewesens. Es empfangt die
wahrgenommenen Sinneseindriicke, verarbeitet diese, und kontrolliert in Reaktion
darauf alle Bewegungsabldufe des Korpers. Jede Form von Verhalten eines
Lebewesens in seiner Umwelt hat seinen Ursprung im Gehirn. Auch Gedéchtnis und

Lernen sowie die Entstehung von Bewusstsein entspringen diesem zentralen Organ.

Vom Korper wird das Gehirn besonders gut geschiitzt durch massive
Schddelknochen und die Cerebrospinalfliissigkeit. Das Organ selbst erscheint mit
bloflem Auge betrachtet jedoch eher bedeutungslos. Man erkennt lediglich eine mit

vielen Blutgefdfsen iiberzogene graulich weifse Masse mit der Oberflache einer

Das Gehirn im Wandel der Zeit

* (A) Friiher -
Beobachtung mit bloBem Auge:

— Oberflache einer gigantischen
Walnuss

— Konsistenz einer reifen Avocado

— Sehr gut geschitzt durch
Schadelknochen und
Cerebrospinalfliissigkeit

:‘:: Aristoteles:
il ~Kuhlorgan flr erhitztes Blut*

* (B) Heute -
Mikroskopie, Farbetechniken, ... :

— Komplexe zellulare Strukturen im Gehirn
(Neurone mit Zellkérper und Nervenfasern)
— 3% der Kérpermasse, aber
20 % des Energieverbrauchs

- zentrales Steuerorgan des Korpers
=) - Sitz von Bewusstsein, Gedéchtnis
und Lernen

Abbildung 1-1

Ohne Mikroskopie und Farbetechniken kénnen einzelne Nervenzellen nicht in der Gehirnmasse
nachgewiesen werden. Abbildungen entnommen aus [www_1, 2001; www_2, 2001]

(A) Abbildung des Gehirns bei Betrachtung mit bloflem Auge.

(B) Silberfarbung von Neuronen in einem Gehirnschnitt nach Golgi.
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riesigen Walnuss und der Konsistenz einer reifen Avokado (siehe Abbildung 1-1 A).
Die enorme Bedeutung des Gehirns wurde daher lange Zeit vollkommen
unterschatzt. Der griechische Philosoph und Gelehrte Aristoteles schrieb dem

Gehirn noch die Funktion eines "Kiihlorgans fiir tiberhitztes Blut" zu.

Erst nach Entwicklung der Lichtmikroskopie und Entdeckung der selektiven
Silberfarbung einzelner Neurone durch Golgi gegen Ende des 19. Jahrhunderts,
wurde es moglich, einzelne Nervenzellen von ~15 pm Durchmesser und mit langen,
diinnen Fortsédtzen in der ansonsten diffusen Gehirnmasse zu identifizieren
(Abbildung 1-1 B). Dadurch wurde schlagartig die ungeheure Komplexitit des

Organs offenbar.

Das Gehirn eines Menschen besteht aus insgesamt 10" einzelnen Nervenzellen, die

iiber 10" Synapsen zu einem gigantischen Netzwerk verbunden sind.

Heute ist die Funktion einzelner Nervenzellen und deren Kommunikation mit
Nachbarzellen tiber synaptische Kontakte, bis hinunter auf molekulare Ebene
weitgehend wissenschaftlich erkldrt. Einen entscheidenden Beitrag zu diesem
Verstandnis haben die elektrophysiologischen Experimente von Hodgkin, Huxley
und Katz [Hodgkin, 1949] am Riesenaxon des Tintenfischs geliefert sowie die

Entwicklung der Patch-Clamp Technik durch Sakmann und Neher [Neher, 1976].

Die Funktion des Gehirns als ganzes, bestimmt durch das Zusammenspiel aller
Nervenzellen, ist jedoch immer noch weitgehend unverstanden. So gibt es zwar
verschiedene Modelle fiir Geddchtnis und Lernen, diese sind aber in ihrer
Gesamtheit nicht experimentell bestétigt. Fiir das Entstehen von Bewusstsein im

Gehirn gibt es noch keinen Erkldarungsansatz.

Durch die Entwicklung innovativer medizinischer Bildgebungsverfahren wie der
Kernspintomographie (MRT) und der Positronen-Computertomographie (PCT), ist
es in den letzten Jahren gelungen, bestimmte Gehirnfunktionen spezifischen
Gehirnregionen zuzuordnen [Brownell, 1982]. Funktionale Bildgebung mit MRT
und PCT sind insbesondere deshalb vielversprechend fiir die weitere Aufklarung der
Gehirnfunktion, da sie Analysen der Gehirnaktivitdt am lebenden Probanden

ermoglichen. Detektierte neuronale Aktivitdt kann so in direkten Kontext zu



bewusst gesteuerten Denkprozessen gesetzt werden. Das Auflosungsvermogen
dieser Bildgebungsverfahren geht allerdings nicht bis auf die Ebene einzelner

Nervenzellen herab.

Fiir die Analyse neuronaler Interaktion auf Einzelzellebene, ist daher auch heute die
direkte elektrophysiologische Messung an jeder einzelnen Zelle eines neuronalen

Netzwerks die einzige Moglichkeit.

Mit neuen elektrophysiologischen Messverfahren auf Basis von extrazelluldren
Halbleitersensoren [Fromherz, 1991] und Mikroelektroden [Gross, 1979; Pine, 1980]
ist es inzwischen moglich, die Signale von vielen hundert Zellen gleichzeitig
aufzunehmen. Die entscheidende Schwierigkeit bei der Interpretation der so
gewonnenen Daten ist jedoch die ungeheure Komplexitit der Verschaltung

neuronaler Zellen. Selbst wenn man nur eine Monolage von Nervenzellen auf einer

Reduktion der Komplexitat in Netzwerken von Nervenzellen

{A) Homogenes (B} Zellabweisende Substratoberflache,
K ulturs ubstrat s trukturiert mit Laminin
= Homogen beschichtete = Gitterstruktur aus = Liniengtruktur aus
Substrat Zelkulturschale Larrinin auf Polystyral Larrinin auf Pokectyral

)
|5

I I

Typisches
neuronales
Wac hs tum
100 pm . 100 pm =VI4_|_db at-5 pir
Ergebnis | molexitat
» Chadtisches" Wachstum =Wachstum entlang einer =iWachstum entlang waon
* Hochkormplexes Metzwerk Gitterstruktur (200 Linien (100
= Mervenfasern in mehreren = Merverzellen sind = ledes Meuran hat nor
Ehenen (20 und 300 regelmaiig angeardnet 2wl Machbarn

und miteinander verbunden

Abbildung 1-2

Die Komplexitit neuronaler Verschaltung in Kulturen von Nervenzellen kann mit strukturierten
Substraten reduziert werden.

(A) Neuronales Wachstum auf unstrukturierten Kultursubstraten.

(B)  Neuronales Wachstum auf mit Laminin strukturierten Substraten aus Polystyrol.
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flachen Substratoberflache kultiviert, entstehen nach kurzer Zeit uniiberschaubar
viele Verbindungen zwischen den Neuronen (Abbildung 1-2 A). Die Aufstellung
eines exakten "Schaltplans" zur Interpretation und Deutung der

elektrophysiologischen Messergebnisse in einem solchen System ist quasi unmdoglich.

Mit bestimmten Proteinen der extrazellularen Matrix wie z.B. Laminin, kann das
Wachstum von Neuronen und Nervenfasern jedoch gezielt gesteuert werden [Sanes,
1989]. Bringt man Gitter oder Linien von Laminin auf eine geeignete
Substratoberfldche auf, so wachsen die Zellen entlang der vorgegebenen Strukturen
(Abbildung 1-2 B). Basierend auf diesem Ansatz soll in dieser Arbeit versucht
werden, einfache zweidimensionale Netzwerke von neuronalen Zellen mit

definierter Verschaltung herzustellen.

Die elektrophysiologische Stimulation und Messung von Neuronen in solchen
geordneten Netzwerken konnte in naher Zukunft dazu beitragen, Modelle fiir

Lernen, Geddchtnis und Bewusstsein im Experiment zu tiberpriifen.

1.1 Aufgabenstellung

In dieser Arbeit sollen durch Stempeliibertrag des Proteins Laminin strukturierte
Substratoberfldchen erzeugt werden, auf welchen neuronale Zellen zu geordneten

Netzwerken wachsen. Dazu sind im einzelnen folgende Schritte erforderlich:

1. Geeignet erscheinende Serien von Mikrostrukturen mit systematisch variierten
Abmessungen miissen entworfen werden. Fiir die Festlegung der
Grofienordnung der Abmessungen sollen Ergebnisse friiherer Arbeiten

verwendet werden.

2. Mikrostempel mit den entsprechenden Strukturen miissen in einem geeigneten

Verfahren produziert werden.

3. Die individuelle Eignung jeder Struktur fiir eine gezielte Steuerung neuronalen
Wachstums, muss in Experimenten mit neuronalen Zellen ermittelt werden. Nur

die am besten geeigneten Strukturen werden fiir Folgeexperimente eingesetzt.
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Die einzelnen Neurone in den erzeugten Netzwerken sollen mit Hilfe der
Patch-Clamp Technik elektrophysiologisch untersucht werden. Durch gleichzeitige
Verwendung mehrerer Patch-Clamp Systeme, sollen synaptische Verbindungen
zwischen verschiedenen Nervenzellen in einem Netzwerk detektiert und
charakterisiert werden.

Hierzu ist es erforderlich, einen elektrophysiologischen Messplatz aufzubauen,
geeignete Stimulationssequenzen fiir die geplanten Untersuchungen zu entwerfen

sowie ein Analyseprogramm fiir die Auswertung der Messdaten zu programmieren.

Fiir die theoretische Beschreibung der Signaliibertragung zwischen Nervenzellen in
den realisierten Netzwerken, soll ein geeignetes elektrisches Kopplungsmodell
aufgestellt werden. Dieses Modell ist anhand der experimentell erzielten
Messergebnisse zu validieren.

Mit Hilfe von Modell und Messergebnissen soll anschliefSend versucht werden,
Riickschliisse auf einen Zusammenhang zwischen Strukur des Netzwerks und

Kopplung der Zellen zu ziehen.

Mit der klassischen Patch-Clamp Technik konnen mit vertretbarem messtechnischem
Aufwand nur die Signale von zwei bis maximal drei Nervenzellen gleichzeitig
gemessen werden. Zukiinftige Messungen an sehr vielen Neuronen eines
Netzwerks, miissen daher auf Basis von extrazelluliren Halbleitersensoren erfolgen.
Um diese Messungen vorzubereiten, soll eine Methode entwickelt werden die es
ermoglicht, kontrolliertes neuronales Wachstum auch auf den Oberfldchen solcher
Sensoren zu erzeugen. Dazu soll eine geeignete Oberflichenmodifikation sowie ein
Verfahren zur Ausrichtung des Stempeliibertrags auf die Messpunkte der

Halbleitersensoren entwickelt werden.

1.2 Aufbau der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit umfasst einschliefllich der Einleitung sieben Kapitel sowie

einen Anhang und ein Literaturverzeichnis.

In Kapitel 2 wird grundlegendes Wissen iiber neuronale Zellen als theoretische Basis

fiir das Verstandnis aller folgenden Kapitel vermittelt.
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Im Finzelnen werden neuronale Zellen mit ihren charakteristischen Eigenschaften
beschrieben, Formen neuronaler Zellkultur vorgestellt und verglichen sowie die in

dieser Arbeit verwendeten Kultur- und Farbeprotokolle dokumentiert.

Kapitel 3 enthilt eine Einfiihrung in die Patch-Clamp Technik. Es beschreibt den
experimentellen Ablauf der durchgefiihrten elektrophysiologischen Messungen, die

Funktion des Patch-Clamp Verstarkers sowie den elektrophysiologischen Messplatz.

In Kapitel 4 wird untersucht wie Mikrostrukturen auf Substratoberflichen
neuronales Wachstum steuern kénnen. Die angewandte Methode zur
Mikrostrukturierung, auf Basis von speziell hierfiir entwickelten Mikrostempeln und
chemisch modifizierten Substratoberflachen, wird beschrieben.

Anhand von Experimenten mit neuronalen Zellen wird gezeigt, wie eine gezielte
Steuerung neuronalen Wachstums durch Auswahl geeigneter Abmessungen der

Mikrostrukturen moglich ist.

Die Durchfithrung und die Ergebnisse elektrophysiologischer Messungen an
strukturiert gewachsenen Nervenzellen werden in Kapitel 5 diskutiert. Insbesondere
werden in diesem Kapiel unterschiedliche Formen synaptischer Kopplung zwischen

Neuronen in kiinstlich strukturierten Netzwerken analysiert.

In Kapitel 6 wird beschrieben, wie eine Ausrichtung der erzeugten Netzwerke auf
Strukturen an der Substratoberfldche erfolgen kann. Eine Untersuchung durch
extrazelluldre Halbleitersensoren mit Messpunkten in regelmafliigen Abstanden an

der Sensoroberflache wird dadurch moglich.

Kapitel 7 fasst alle Ergebnisse zusammen und gibt einen Ausblick auf zukiinftige
Arbeiten und Perspektiven, basierend auf den in dieser Arbeit entwickelten

Methoden und gewonnenen Erkenntnissen.

Der Anhang enthilt Entwurfszeichnungen der verwendeten Mikrostrukturen, ein
Glossar aller verwendeter Fachbegriffe und Abkiirzungen, Listen mit den
eingesetzten Gerdten, Materialien und Chemikalien sowie eine Sammlung von

Rezepturen.



2-1

2 Neuronale Zellen

Neurone im Gehirn und im peripheren Nervensystem bilden die Grundlage fiir
jegliche Form von Verhalten. Ob einfache Reflexreaktionen bei Fischen, oder
abstraktes Lernen bei Affe oder Mensch, immer sind es Nervenzellen, die mit ihren
spezifischen Eigenschaften die Aufnahme, Verarbeitung und Weiterleitung von

Informationen erst ermdglichen.

Neurone sind damit die Basis jeder schnellen Reaktion eines Organismus auf seine
Umwelt. Der grundlegende Ablauf ist dabei immer dhnlich: Informationen aus der
Umwelt werden {iber neuronale Sinneszellen wahrgenommen und in elektrische
Signale umgesetzt. Diese Signale werden entlang von Nervenbahnen in eine
ebenfalls mit Neuronen aufgebaute Schaltzentrale weitergeleitet. Dort wird die
Information verarbeitet und als Reaktion ein elektrisches Signal erzeugt, welches
tiber Motorneurone zu Muskeln geleitet wird, wo es schliefilich eine bestimmte

physische Reaktion auslost.

Viele Prozesse in den Nervenzellen des zentralen (ZNS) und peripheren
Nervensystem (PNS) sind heute bis hinunter auf molekulare Ebene wissenschaftlich
erklart. Fiir das Verstdandnis dieser Arbeit ist eine grundlegende Kenntnis dieser
Zusammenhdnge und ihrer Bedeutung unbedingt erforderlich. In den folgenden
Abschnitten werden daher die wichtigsten Eigenschaften einzelner neuronaler Zellen
sowie die Mechanismen der Signaliibertragung zwischen neuronalen Zellen

dargestellt.
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2.1 Charakteristika neuronaler Zellen

Gegentiber allen anderen Zellen im Organismus zeichnen sich Neurone durch eine

ganze Reihe einzigartiger Eigenschaften aus:
— Sie haben eine komplexere Morphologie,
— sie sind elektrisch aktiv, d.h. sie konnen elektrische Impulse erzeugen,

— und sie haben die Fahigkeit zur Kommunikation mit anderen Neuronen sowie
einigen nicht-neuronalen Zelltypen. Dies ist moglich durch ihre Fahigkeit zur
gerichteten und schnellen Weiterleitung elektrischer Impulse entlang von

langen Ausldufern, den sog. Axonen.

Insgesamt besteht das Nervensystem des erwachsenen menschlichen Korpers aus

ca. 10" Nervenzellen und einer noch grofleren Zahl von ca. 107 Gliazellen. Gliazellen
findet man immer in direkter Nachbarschaft zu Nervenzellen. Dort unterstiitzen sie
die Funktion von Neuronen'. Eine gesicherte, umfassende Erklarung der Funktion
von Gliazellen, insbesondere ihrer Funktion im ZNS und an Synapsen, gibt es jedoch

noch nicht.

2.1.1 Morphologie

Neuronale Zellen weisen in ihrer Morphologie eine ausgesprochene Vielfalt auf.
Dies erscheint zuerst verwirrend, bei einer genaueren Betrachtung werden jedoch
Zusammenhdnge zwischen Morphologie und Funktion deutlich. Man teilt Neurone

daher entsprechend ihrer Funktion in verschiedene Klassen ein.

In Abbildung 2-1 A sind Zeichnungen von vier Neuronen aus unterschiedlichen
Bereichen des Nervensystems abgebildet: Ein Motorneuron aus dem Riickenmark,
eine Purkinjezelle aus dem Kleinhirn, eine Mitralzelle aus dem Bulbus olfactorius
sowie eine Pyramidenzelle aus dem Cortex. Man erkennt deutlich die Unterschiede

in Form und Gestalt.

' Beispielsweise hiillen sie Axone in eine Myelinschicht. Dadurch wird die Signalausbreitung beschleunigt.
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Morphologie neuronaler Zellen

(A) Formen und GréRen von Neuronen (B) Schema eines Neurons
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Abbildung 2-1

Neuronale Zellen zeigen eine sehr vielfdltige Morphologie, der zugrundeliegende Aufbau ist jedoch

immer gleich. Abbildungen entnommen aus [Nicholls, 1995].

(A) Zeichnungen verschiedener neuronaler Zellen: Pyramidales Neuron aus dem Grofshirn einer
Maus, Motorneuron aus dem Riickenmark eines Sdugers, Purkinjezellen aus dem menschlichen
Kleinhirn, Mitralzellen aus dem Bulbus olfaktorius einer Ratte.

(B)  Aufbau eines Neurons, dargestellt am Beispiel eines Motorneurons.

Allerdings variiert nur die dufiere Form. Der funktionale Aufbau aller Neurone ist
identisch. Jedes Neuron setzt sich aus vier Kompartimenten zusammen: Dendriten,

Zellkorper, Axon sowie Synapsen am Ende des Axons.

In Abbildung 2-1 B ist der Aufbau exemplarisch an einem Motorneuron dargestellt.
Die einzelnen Kompartimente erfiillen spezifische Funktionen bei der Verarbeitung

und Weiterleitung elektrischer Signale:

1. Am oberen Ende des Motorneurons ist ein verastelter Baum von Dendriten zu
erkennen. Thre Aufgabe ist der Empfang von elektrischen Signalen. Die Signale

werden entlang der Verdstelungen passiv zum Zellkorper weitergeleitet.
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2. Im Zellk6rper werden alle Signale integriert. Ubersteigt die resultierende
Signalamplitude einen Schwellenwert, so kommt es zur Ausbildung eines neuen

elektrischen Impulses, eines sog. Aktionspotentials.

3. Das Aktionspotential wird entlang des Axons aktiv von der Nervenzelle weg
zum axonalen Ende weitergeleitet. Myelinscheiden um das Axon isolieren dieses
von der Umgebung und beschleunigen dadurch die Signalausbreitung. An
Ranvier'schen Schniirringen erfolgt eine aktive Verstarkung des Signals, so dass

die Signalamplitude entlang des Axons nicht abnimmt.

4. Am Ende des Axons trifft das Aktionspotential auf synaptische Kontakte zu einer
Muskelzelle (Kontakte sind auch zu Dendriten oder zu Zellkorpern anderer
Neuronen moglich). Das Signal bewirkt hier prasynaptisch eine Ausschiittung
von Neurotransmittermolekiilen. Diese werden postsynaptisch an Rezeptoren
gebunden, wodurch es zur aktiven Erzeugung eines neuen Signals in der

postsynaptischen Zelle kommt.

Die komplexe Morphologie von vollstandig ausdifferenzierten, erwachsenen
Neuronen hat Konsequenzen: Im Unterschied zu allen anderen Zellen eines
Organismus teilen sich Neurone nach Abschluss der embryonalen Entwicklung nicht
mehr. Einzig die Verschaltung der Neurone untereinander ist plastisch und dandert
sich mit der Zeit. Die Versorgung der weit vom Zellkern entfernten axonalen und
dendritischen Veréstelungen mit Proteinen und anderen Stoffwechselprodukten,
erfolgt {iber spezielle Transportmechanismen. Man unterscheidet anterograden
(vom Kern weg) und retrograden (zum Kern hin) sowie schnellen und langsamen

Transport’.

2.1.2 Membranpotential

Das Cytoplasma jeder Zelle ist iiber die Zellmembran vom extrazelluldren Raum
getrennt. Die Zellmembran besteht aus einer Doppellage von Phospholipiden,
welche sich mit ihren hydrophoben Enden zu einer Doppelschicht zusammenlagern

und die hydrophilen Kopfgruppen nach aussen strecken. Eine reine

? Der Transport erfolgt mit einer Geschwindigkeit zwischen 0,1-40 cm pro Tag, je nach Transportmechanismus.
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(A) Aufbau der Zellmembran

Zellmembran und Membranpotential

Intrazellulare

(B) Entstehung des Membranpotentials
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Abbildung 2-2

Aufbau einer Zellmambran und Entstehung des Membranpotentials. Abbildungen entnommen aus

[Nicholls, 1995].

(A) Indie Doppellipidschicht einer Zellmembran sind Transmembranproteine eingelagert, welche
den Transport von Ionen und Molekiilen durch die Zellmembran erméglichen.
(B)  Ein Konzentrationsgradient einzelner Ionenarten {iber die Zellmembran hinweg ist

verantwortlich fiir die Ausbildung des Membranpotentials.

Phospholipidmembran ist undurchléssig fiir Wasser und wasserlosliche Ionen.

Transmembranproteine, welche in die Membran eingebunden sind, erméglichen der

Zelle einen kontrollierten Austausch von Ionen und Molekiilen iiber diese Barriere

hinweg.

Fiir die Entstehung des Membranpotentials einer Zelle sind zwei Typen von

Transmembranproteinen verantwortlich, Ionenkanéle und die Natrium-Kalium

Pumpe. Ionenkanile sind wassergefiillte Poren, welche mit hoher Selektivitat

spezifische Ionen passieren lassen. Die Natrium-Kalium Pumpe ist ein spezielles

Transportprotein, welches in einem elektrogenen Prozess unter ATP-Verbrauch

Ionen durch die Lipidmembran schleust. In einem Zyklus von

Konformationsanderungen transportiert die Na-K-ATPase drei Na'-Ionen aus der

Zelle hinaus und zwei K'-Ionen in die Zelle hinein.
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2 Neuronale Zellen

In Abbildung 2-2 A ist eine Zellmembran mit eingelagerten Transmembranproteinen

sowie ein Schnitt durch die Pore eines lonenkanals schematisch dargestellt.

Durch das Zusammenspiel von Na-K-ATPase und Ionenkanidlen kommt es, wie in

Abbildung 2-2 B dargestellt, zu einer Trennung von positiven und negativen

Ladungen an der Zellmembran:

Die Na-K-ATPase erzeugt einen Konzentrationsgradienten der
Ionenkonzentrationen uiber die Zellmembran. Daraus resultiert ein osmotischer

Druck.

Kalium-Ionenkanile in der Zellmembran ermdglichen einen Ausstrom von
positiv geladenen Kaliumionen entlang dieses Konzentrationsgradienten aus der
Zelle heraus. Dies fiihrt zu einem Uberschuss von negativen Ladungen im

Zellinneren.

Die resultierende Potentialdifferenz {iber der Zellmembran wirkt dem
Kaliumausstrom entgegen. Es stellt sich ein Gleichgewichtszustand ein, in
welchem die Krifte aufgrund von osmotischem Druck und elektrischer

Potentialdifferenz gleiche Betrdge haben.

Fiir den Spezialfall nur eines Ionen-Konzentrationsgradienten an einer ideal

per

meablen Membran, wird der Gleichgewichtszustand durch die Nernst Gleichung

beschrieben. Die resultierende Potentialdifferenz {iber der Membran U, bezeichnet

man als Nernst Potential:

U

Mem o 2F

_RT In L Gleichung 2-1

Me:

TN

\

ia

= Membranpotential [mV]

= Gaskonstante [[/K/mol]

Temperatur [K]

= Wertigkeit des Ions [1]

= Faradaykonstante [C/mol]

= Innen / Aussenkonzentration [mol/l]

m

Das Membranpotential einer Nervenzelle im Ruhezustand, das sog. Ruhepotential,

setzt sich aus einer Uberlagerung mehrerer Membranpotentiale verschiedener

Ionentypen zusammen. Beteiligt sind Na’, K', Ca”, und CI Ionen. In Tabelle 2-1 sind
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die typischen Konzentrationen dieser Ionen in Neuronen von Mensch und

Tintenfisch aufgelistet’. Die Nernst Potentiale jedes einzelnen lonentyps wurden

berechnet.
Mensch Tintenfisch
|0nentyp Cinnen [mM] Caussen [mM] UMem [mV] Cinnen [mM] Caussen [mM] UMem [mV]
Na* 10 120 63 50 440 55
K 140 3 -97 400 20 -75
Ca* 0,0001 1 116 0,0001 10 145
Ccr 4 121 -86 60 560 -56
Tabelle 2-1

Ionenkonzentrationen in Neuronen von Mensch und Tintenfisch mit den resultierenden Nernst
Potentialen U, . Konzentrationen entnommen aus [Nicholls, 1995; Kleinig, 1999].

Um das Ruhepotential U, einer Nervenzelle zu bestimmen, miissen die
Ionenkonzentrationen c aller Ionen sowie spezifische Permeabilitidten P der
Membran fiir jeden einzelnen Ionentyp berticksichtigt werden. Die Goldmann

Gleichung beschreibt den Zusammenhang quantitativ:

Uppe = ﬂm PK*C;* + PNa*C;a* + P Cor Gleichung 2-2
PK*C:(* + PNa*C;\la* + I:)CI‘C(E;I‘

U, =  Ruhepotential [mV]

R = Gaskonstante [J/K/mol]

T = Temperatur [K]

F = Faradaykonstante [C/mol]

P = Membranpermeabilitit fiir das jeweilige lon [cm/s]

cto= Innen / Aussenkonzentration [mol/l] des jeweiligen Ions

Der Beitrag der Ca™ Ionen fehlt in dieser Gleichung, da er aufgrund der geringen
Membranpermeabilitit fiir Ca*-Ionen (P, << 10”) vernachlissigt werden kann. Die
Membranpermeabilitidten eines menschlichen Neurons fiir die anderen beteiligten
Ionen sind P, = 107, P, = 10” und P, = 10®. Anhand dieser Permeabilitdten und den
Konzentrationen aus Tabelle 2-1 erhdlt man rechnerisch ein Ruhepotential von

-89 mV. Bei elektrophysiologischen Messungen findet man gewdhnlich

Ruhepotentiale zwischen -60 und -90 mV.

® Fiir beide Spezies erhalt man trotz deutlich variierender Absolutkonzentrationen jeweils dhnliche
Konzentrationsquotienten und Nernst Potentiale. Dies gilt allgemein fiir alle neuronalen Zellen in
unterschiedlichsten Spezies.



2-8 2 Neuronale Zellen

Die Anzahl Ionen, welche insgesamt an der Ausbildung des Membranpotentials
beteiligt sind, ist verschwindend gering verglichen mit der Gesamtzahl aller Ionen in
der Zelle. Dadurch ist eine schnelle Anderung der Membranspannung, induziert nur
durch Anderungen der spezifischen Leitfahigkeit der Membran fiir bestimmte Ionen

moglich. Der Konzentrationsgradient jedes Ionentyps bleibt dabei weitgehend stabil.

2.1.3 Ionenkanaile

Alle Zellen haben Ionenkanile, bei Neuronen ist die Dichte und Vielfalt an Kanalen
jedoch besonders grofi. Neben passiven, permanent geoffneten Ionenkanélen,
welche wie zuvor beschrieben fiir die Entstehung des Ruhepotentials verantwortlich

sind, exprimieren Neurone aktive, schaltbare Ionenkanile. Diese ermoglichen

Schaltbare lonenkanile

(A) Spannungsgesteuerter (C) G-Protein gekoppelter Rezeptor
lonenkanal

Ligand

geschlossen affen

Reze| plm:

GDP

aktive

a-lntereinheit B-wKomplex

(B) Ligandengesteuerter
lonenkanal

e Adenylat
T el

ATP ——= cAMP Fify ———» DAG + IP3

l

Zielpratein Zielprotein
[Proteinkinase A) (Proteinkinase C)

Ionenkanal

Abbildung 2-3

Mechanismen zum aktiven Schalten von Ionenkanédlen. Abbildungen A und B entnommen aus [Stryer,

1996]. Abbildung C entnommen aus [Munk, 2000].

(A)  Prinzip des spannungsgesteuerten Ionenkanals. Die Membranpore 6ffnet und schliefst mit
gednderter Membranspannung.

(B)  Prinzip des ligandengesteuerten Ionenkanals. Binden eines Liganden an den Kanal bewirkt eine
Konformationsidnderung.

(C) Indirekte Kanal6ffnung durch Ligandenbindung an einen &rtlich separiertes Rezeptorprotein.
Kopplung von Rezeptor erfolgt auf dem Umweg {iiber ein G-Protein.



2.1 Charakteristika neuronaler Zellen 2-9

sowohl die Erzeugung eines Aktionspotentials, dessen aktive Weiterleitung sowie

die Signaliibertragung an Synapsen.

Das aktive Offnen und Schlieen der Pore eines Ionenkanals erfolgt durch eine
Konformationsanderung der beteiligten Transmembrandoménen des Kanals. Man

unterscheidet drei Mechanismen:

1. Spannungsgesteuerte Ionenkanéle dndern ihre Konformation mit der
Membranspannung an der Zellmembran (Abbildung 2-3 A). Geladene Doméanen
des Proteins werden dabei durch elektrostatische Wechselwirkung verschoben
(Na"™-Kanal: S4 Region). Dabei dndert sich die Konformation des Proteins,

wodurch sich die Pore im Kanal 6ffnet oder schlieft.

2. Bei ligandengesteuerten Ionenkandlen wird die Konformationsanderung
verursacht durch Anbindung eines Liganden an einen spezifischen Rezeptor.
Entweder bindet der Ligand direkt an eine Rezeptordoméne des Kanals
(schnelles Offnen im ms-Bereich, Abbildung 2-3 B) oder an ein anderes
Rezeptorprotein in der Zellmembran, welches das Signal zur Offnung tiber eine
G-Protein gekoppelte Signalkaskade an den Kanal weitergibt (langsames Offnen
> 100 ms, Abbildung 2-3 C).

3. Mechanisch gesteuerte Ionenkanéle werden rein mechanisch durch Kréfte entlang

der Zellmembran aufgezogen oder zugedrtickt.

Alle kationischen Ionenkanile haben eine ausgesprochen hohe Selektivitit (bis zu
1:100) fiir bestimmte Ionen. Uber die Grofle der Transmembranpore selektieren die
Kanaile die hindurchtretenden Ionen nach dem Ionenradius. Na" ist mit 0,095 nm
Ionenradius deutlich kleiner als K" (0,133 nm). Behilt das Na'-Ion jedoch seine
Hydrathiille, so betrdgt der Radius 0,5 nm. Zur Selektion von K" Ionen streift der

Kaliumkanal daher die Hydrathiille ausschliefilich von den K" Ionen.

2.1.4 Aktionspotential
Die Fahigkeit Aktionspotentiale zu bilden ist eine ganz charakteristische Eigenschaft
neuronaler Zellen. Ein Aktionspotential entsteht aus dem Wechselspiel von

spannungsgesteuerten Natrium- und Kaliumkanélen in der Zellmembran von
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Neuronen. Durch kurzzeitige Anderung der Membranleitfahigkeit fiir Na” und K*
Ionen wird eine schnelle Depolarisation und Repolarisation der Zelle ausgeldst, und
so ein kurzer Spannungsimpuls (100 mV, 1 ms) erzeugt. Das zugrundeliegende

Prinzip ist bei allen Neuronen und in allen Spezies gleich4:

— Wird ein Neuron tiber eine spezifische Schwellenspannung (ca. 40 mV) hinweg
depolarisiert (z.B. durch Na'-Einstrom an einer Synapse), so 6ffnen sich
spannungsgesteuerte Na'-Kanile in der Zellmembran. Es kommt zu einem
explosionsartigen Spannungsanstieg aufgrund von Natriumeinstrom, da mit
steigender Depolarisation immer mehr Natriumkanéle 6ffnen. Der Anstieg endet

erst beim Na'-Gleichgewichtspotential (+63 mV, Tabelle 2-1).

— Jetzt 6ffnen langsamere, spannungsgesteuerte Kaliumkandle. Gleichzeitig
werden die Natriumkanéle durch eine weitere Konformationsanderung wieder
undurchldssig und werden gleichzeitig inaktiviert. In der Folge kommt es zu
einer Repolarisation der Zelle durch Kaliumausstrom in Richtung des K'-

Gleichgewichtspotentials (-97 mV, Tabelle 2-1).

— Mit wachsender Repolarisation schlieflen die K'-Kanéle wieder. Das
Membranpotential schwingt kurz tiber das Ruhepotential hinaus und pendelt

sich dann wieder auf dieses ein.

— Nach einer kurzen Erholungsphase fallen die Natriumkanéle wieder in die
aktivierbare Ausgangskonformation zurtick. Ein neues Aktionspotential kann

ausgelost werden.

In Abbildung 2-4 A ist der zeitliche Verlauf der am Aktionspotential beteiligten
Ionenstrome durch die Na'- und K'- Kanéle dargestellt. Die Signale wurden an
Neuronen aufgenommen, bei denen jeweils ein Kanaltyp durch ein spezifisches
Toxin blockiert war. Blockade des Na'-Kanals erfolgte durch TTX (Tetrodotoxin),
des Kaliumkanals durch TEA (Tetraethylammonium). Beginnend zum Zeitpunkt
0 ms und fiir die gesamte abgebildte Dauer, wurde die Zellmembran mit einer im

Cytoplasma angelegten, positiven Spannung depolarisiert.

' Lediglich Ausléseschwelle und Form eines Aktionspotentials an verschiedenen Neuronen oder verschiedenen
Stellen eines Neurons variieren durch unterschiedliche Konzentrationen von Na'- und K'-Kanélen.
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Das Aktionspotential
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Abbildung 2-4

Zeitlicher Verlauf eines Aktionspotentials und beteiligte Ionenstrome. Abbildungen entnommen aus

[Nicholls, 1995; Kleinig, 1999].

(A) Getrennte Aufnahme von Na" und K' Strom eines Neurons durch Blockade des jeweils anderen
Ionenstroms durch die Toxine TTX und TEA.

(B) Signalverlauf eines Aktionspotentials.

Man erkennt deutlich die unterschiedliche Geschwindigkeit des Anstiegs von Na“
und K* Strom. Das Offnen der Na'-Kanile erfolgt deutlich schneller als das der
K'-Kanale. Weiterhin ist die Inhibition der Na'-Kanile sichtbar. Nach wenigen
Millisekunden nimmt der Na'-Strom wieder bis auf Null ab, wohingegen der

K'-Strom fiir die gesamte Dauer der Depolarisation anhalt.

Wird die Membranspannung nicht festgehalten sondern kann frei schwingen, so
fiihrt die Uberlagerung von Na'- und K'-Strom zur Anderung des
Membranpotentials der Zelle in der charakteristischen Form des Aktionspotentials
(Abbildung 2-4 B). Depolarisation der Zellmembran tiber die Ausléseschwelle

hinaus (gestrichelt eingezeichnet), 16st ein Aktionspotential aus.
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2.2 Signaliibertragung zwischen Neuronen

Anders als bei Signalen in Computern ist im Nervensystem aufler der
Signalintensitét (zeitliche Dichte der Aktionspotentialpulse) keine Information im
Signal selber verschiisselt. Die Information tiiber die Bedeutung eines
Aktionspotentials ergibt sich vielmehr aus der Bahn, auf welcher das Signal das
Gehirn erreicht. Insgesamt hat das enge Geflecht von Axonen und Dendriten im

Gehirn eine Gesamtldange von tiber 500.000 km.

Die Mechanismen, mit welchen eine schnelle Signalleitung entlang dieser Pfade
erfolgt sowie die Funktionsweise der Signaliibertragung von einem Neuron zum

ndchsten an elektrischen und funktionalen Synapsen sind im Folgenden beschrieben.

2.2.1 Aktive Signalleitung im Axon

Entlang myelinisierter Axone im peripheren Nervensystem werden
Aktionspotentiale verlustfrei {iber Distanzen von bis zu 2 m mit einer
Geschwindigkeit von 100 m/s weitergeleitet. Dies ist nur moglich durch aktive
Signalverstarkung mittels spannungsgesteuerter Ionenkanéle sowie Isolation des

Axons durch Myelin.

Misst man die passive Signalausbreitung in einem nicht myelinisierten Axon
(Abbildung 2-5A1) im Experiment, so beobachtet man einen exponentiellen Abfall
der Signalamplitude iiber die zuriickgelegte Weglange (Abbildung 2-5 A2).

Theoretisch beschreiben kann man diese Beobachtung mit dem in Abbildung 2-5 A3
dargestellten elektrischen Modell. Das Axon wird darin als eine Kaskade von in
Reihe und parallel geschalteten Widerstdnden beschrieben. Langswiderstdande R,
langs des Axons reprasentieren den Widerstand des Axoplasmas entlang der
Signalausbreitung. Querwiderstiande R berticksichtigen die nur unvollstandige

Isolation des Axoplasmas von der Umgebung durch die Axonmembran.
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Signalleitung im Axon

(A) Passive Signalleitung
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Abbildung 2-5

Passive und aktive Signalleitung im Axon. Abbildungen entnommen aus [Nicholls, 1995].

(A) Passive Signalleitung im Axon, gemessen durch Stimulation unter der Ausldseschwelle eines
Aktionspotentials. (Al) Messanordnung, (A2) Messergebnis, (A3) Elektrischer Ersatzschaltkreis
zur Beschreibung passiver Signalleitung im Axon.

(B)  Aktive Leitung eines Aktionspotentials. Die Amplitude ist an allen Punkten gleich grofs.

Fiir einen Grenziibergang zu infinitesimal kleinen Axonabschnitten fiihrt man die

spezifischen Widerstdnde R', [Ohm/cm] (Der Langswiderstand eines Axonstiicks ist

proportional zu dessen Lange) und R', [Ohm*cm] (Die Leitfahigkeit der Membran

eines Axonstiicks ist proportional zur Membranflache und damit zur Lange des

Axonstticks) ein. Mit dem Ohm'schen Gesetz ergibt sich folgende homogene

Differentialgleichung (DGL) zweiter Ordnung;:

U(X){%j d2U (x)

dx?

U(x) =  Spannung iiber der Axonmembran am Ort x [mV]

R’. = Spezifischer Widerstand des Axoplasmas [Ohm/cm]
R’, = Spezifischer Widerstand der Axonmembran [Ohm*cm]
x = Abstand vom Punkt der Stimulation [cm]

Gleichung 2-3
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Als Losung dieser DGL erhélt man eine einfache Exponentialfunktion:

U(X) =Uge # 4= & Gleichung 2-4
Ri
U, = Spannung iiber der Axonmembran am Ort der x=0 [mV]
A = Abklinglinge [cm]

Der gemessene Potentialverlauf entlang des Axons ldsst sich mit dieser Gleichung

exakt beschreiben.

Setzt man die spezifischen Leitfdhigkeiten R, = 6,4 * 10’ Ohm/cm und

R'_=3,2*10° Ohm*cm eines isolierten Axons mit einem Radius von 1 um ein [Katz,
1985], so erhdlt man eine Abklingkonstante von A = 0,02 cm. Das Ausgangssignal
fallt also bereits nach 0,2 mm Signalweg auf 37 % seiner Ausgangsgrofle ab. Eine
Weiterleitung von Aktionspotentialen tiber groiere Distanzen von mehreren Metern

ist mit einem solchen Axon ausgeschlossen.

Eine mogliche Losung des Problems besteht in der Vergrofierung des
Axondurchmessers. Da der Innenwiderstand des Axons mit dem Quadrat des
Axonradius abnimmt, der Membranwiderstand aber nur linear mit dem Radius

sinkt, resultiert eine Netto-Zunahme der Abklingldnge A mit wachsendem

Axonradius:
Ar) =ar Gleichung 2-5
Mr) = Raumliche Abklinglinge der Signalamplitude [cm]
o = Proportionalititskonstante [1]
r = Radius des Axons [um]

Erweitert man das elektrische Modell um die Membrankapazitiat und betrachtet auch
die zeitliche Komponente der Signalleitung im Axon (siehe Kapitel 5), so findet man
fiir die Ausbreitungsgeschwindigkeit von Impulsen die gleiche Abhdngigkeit von
der Wurzel des Axondurchmessers. Im Riesenaxon des Tintenfischs ist dieses
Prinzip ausgenutzt. Dieses Axon ermoglicht aufgrund seiner besonders grofien

Dicke eine schnelle Signalausbreitung mit geringen Verlusten.
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Bei allen vertebraten Lebewesen wird der gleiche Effekt jedoch wesentlich effizienter
durch die Ummantelung des Axons mit einer isolierenden Myelinschicht erzielt.
Dadurch erhoht sich der Widerstand R’ in den myelinisierten Bereichen, und

Abklinglange sowie Ausbreitungsgeschwindigkeit nehmen zu.

Die extrem schlechte Leitfdhigkeit des Axoplasmas kann dadurch aber immer noch
nicht vollstandig ausgeglichen werden. Ohne aktive Signalverstarkung wiirde man
immer noch einen deutlichen Signalabfall iiber langere Strecken beobachten. Misst
man die Signalausbreitung an einem Axon, so ist die Signalamplitude jedoch an allen
Stellen gleich grofs (Abbildung 2-5 B). Dies wird mdglich durch eine aktive
Verstarkung des Signals entlang des Signalwegs. In regelméfsigen Abstdnden
entlang eines Axons beobachtet man Einschniirungen der Myelinisierung an sog.
Ranvier'schen Schniirringen (siehe Abbildung 2-1 B). An diesen Punkten sorgen

Ionenkandle fiir die Ausbildung eines neuen lokalen Aktionspotentials. Ein

Prinzip der aktiven Signalleitung im Axon
Punkt 1 | Punkt 2 Punkt 3
|Zeit|

.Stimulation

(A) Stimulation
an Punkt 1
(t=0)

(B) Aktionspot.
an Punkt 2
(t=1)

(C) Aktionspot.
an Punkt 3
(t=2)

Abbildung 2-6

Aktive Ausbreitung eines Aktionspotentials entlang eines Axons.

(A)  Durch Stimulation an Punkt 1 wird ein Aktionspotential ausgelost.

(B)  Passive Strome entlang des Axoplasmas bewirken das Offnen von Na'-Kanilen an Punkt 2.
Ein neues Aktionspotential wird an Punkt 2 gebildet.

(C) Passive Strome des Aktionspotentials an Punkt 2 16sen an Punkt 3 ein Aktionspotential aus.
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Aktionspotential springt bei seiner Ausbreitung im myelinisierten Axon also

térmlich von Schniirring zu Schniirring.

In Abbildung 2-6 A bis C ist am Beispiel eines nicht-myelinisierten Axons dargestellt
wie durch das Zusammenwirken von passiven Stromen entlang des Axoplasmas und
aktiven Stromen durch Na'-und K'-Ionenkanéle in der Axonmembran eine
verlustfreie Signaliibertragung erfolgt. Das zugrundeliegende Prinzip ist auch bei

Myelinisierung das gleiche.

Fiir die gerichtete Ausbreitung des Aktionspotentials ist die nach Offnung der Na'-
Kandle einsetzende, zeitlich begrenzte Deaktivierung der Na'-Kanéle von
entscheidender Bedeutung. Ohne diesen Mechanismus wiirde ein Aktionspotential

ohne Unterlass im Axon hin- und herlaufen.

2.2.2 Synaptische Kopplung

Die Ubertragung elektrischer Signale zwischen zwei Nervenzellen, oder einer
Nervenzelle und einer Muskelzelle kann tiber zwei grundsétzlich verschiedene
Mechanismen erfolgen: Entweder fliesst direkt der elektrische Strom eines Pulses
von einer Zelle zur ndchsten. Dies geschieht iiber eine elektrische Synapse, welche
das Cytoplasma beider Zellen miteinander verbindet. Oder das Signal wird indirekt
durch Ausschiittung von Botenstoffen (Neurotransmittern) an die andere Zelle

tibertragen. Dies ist das Prinzip einer funktionalen Synapse.

2.2.2.1  Gap Junctions

Elektrische Synapsen verbinden das Cytoplasma benachbarter Zellen durch Poren in
den Membranen, sog. Gap Junctions, leitend miteinander. Der Abstand der
Zellmembranen im Bereich der Poren betrdgt dabei nur 3,5 nm. Die Poren haben
einen Durchmesser von 1,5 nm und gestatten den Austausch beliebiger Ionen
zwischen den Zellen. Es resultiert eine ungerichtete Leitfdhigkeit fiir elektrische
Signale, wobei die Signalamplitude von einer Zelle zur néchsten je nach Anzahl der

Poren und deren Leitfahigkeit mehr oder weniger stark abgeschwécht wird.
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Obwohl bei Sdugetieren nur wenige Zellen nicht durch Gap Junctions zu
Zellverbanden zusammengeschlossen sind, spielen die elektrischen Eigenschaften
von Gap-Junctions nur vereinzelt eine Rolle im Organismus. Eine Schliisselrolle
kommt ihnen jedoch bei der Synchronisation der elektrischen Aktivitdt von

Muskelzellen im Herzmuskel zu. Im Nervensystem finden elektrische Synapsen

Elektrische Synapsen - Gap Junctions

(A) Schematischer Aufbau (B) Anordnung in der Zellmembran

Abbildung 2-7

Gap Junctions bilden eine Pore zwischen zwei Zellen, eine elektrische Synapse entsteht.

Abbildungen entnommen aus [Nicholls, 1995; Kleinig, 1999].

(A) Modell einer Gap Junction. Jeweils ein hexameres Connexon bildet einen Kanal durch eine
Plasmamembran. Connexine (farbig dargestellt) verbinden die beiden Poren iiber den
Interzellularraum (2-3 nm) hinweg. An den intrazellulédr liegenden N- und C- Termini der
Connexine kénnen Regulationsmechanismen (Ca*, pH) angreifen.

(B)  Schematische Darstellung der Anordnung von Gap Junctions in den Zellmembranen zweier
verbundener Zellen.

insbesondere dort Anwendung, wo es auf eine besonders schnelle Signaliibertragung
ankommt. Anders als bei funktionalen Synapsen erfolgt die Signaliibertragung an
elektrischen Synapsen namlich ohne jede Zeitverzdgerung. So findet man elektrische
Synapsen beispielsweise im Schaltkreis zur Steuerung der Fluchtreaktion von

Fischen.
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Gap Junctions setzen sich durch Aneinanderlagerung zweier
Transmembranproteine, den sog. hexameren Connexonen, aus den Membranen
benachbarter Zellen zusammen. Zwei Connexone verbinden sich dabei im
Interzellularraum, so dass eine lange Pore entsteht, welche die
Phospholipidmembranen beider Zellen durchspannt (Abbildung 2-7 A). Der
Aufiendurchmesser einer solchen Pore betrédgt 6,5 nm, ihre Lange 18 nm. Jedes
Connexon der Pore besteht aus sechs Untereinheiten, den Connexinen. In
Zellmembranen treten Gap Junctions regelméfiig nebeneinander in Feldern

angeordnet auf (Abbildung 2-7 B).

Eine Verringerung der Leitfiahigkeit von Gap Junctions wird beobachtet bei
intrazellulirem pH-Abfall oder Erh6hung der interzelluldren Ca*-Konzentration.
Dies ist ein Schutzmechanismus um gekoppelte Zellverbéande im Fall der Lyse

einzelner Zellen von den zerstorten Zellen zu entkoppeln.

2.2.22 Funktionale Synapsen

Bei funktionalen Synapsen ist das Cytoplasma der Zellen vollstindig voneinander
getrennt. Auch der Abstand der Zellmembranen an der synaptischen

Kopplungsstelle ist mit 10 bis 50 nm deutlich grofer als bei Gap Junctions.

Die Signaliibertragung erfolgt aktiv (unter ATP Verbrauch) durch Freisetzung von
Neurotransmitter aus der Prasynapse in den synaptischen Spalt zwischen beiden
Zellmembranen. Der Neurotransmitter bindet an Rezeptoren der Postsynapse,
worauf sich Ionenkandle in der postsynaptischen Membran 6ffnen und eine
Depolarisation der postsynaptischen Zelle bewirken. Die Signalausbreitung erfolgt
also gerichtet von der Priasynapse zur Postsynapse. Aufgrund des aktiven Offnens
von lonenkanédlen durch den Neurotransmitter, ist je nach Typ des gedffneten
Ionenkanals eine Signalverstarkung in positiver (Depolarisation der Postsynapse z.B.
durch Na'-Einstrom) und negativer Richtung (Hyperpolarisation der Postsynapse

z.B. durch CI-Einstrom) moglich.

Funktionale Synapsen sind an allen Formen neuronaler Signalverarbeitung im
Gehirn und im peripheren Nervensystem beteiligt. Jedes Neuron im Gehirn hat

zwischen 1000 und 100000 funktionale Synapsen zu anderen Neuronen. Im
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Funktionale Synapsen

(A) Ablauf der synaptischenTransmission (B) Synapsen im Elektronenmikroskop

Axan
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Abbildung 2-8

Prinzip und Morphologie einer funktionalen Synapse. Abbildungen entnommen aus [Kleinig,

1999].

(A) Mechanismus der synaptischen Ubertragung am Beispiel einer neuromuskulidren Synapse.

(B)  Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Schnitts durch fiinf Synapsen an einem
Dendriten. Praparat aus dem Gehirn eines Affen. Der Dendrit enthélt im Zentrum des
Bildes ein dunkel erscheinendes Mitochondrion.

Unterschied zu Nervenzellen werden funktionale Synapsen auch im adulten
Organismus weiter gebildet. Bis zu 250.000 Stiick entstehen im menschlichen Gehirn
in jeder einzelnen Minute. Aber auch bestehende Synapsen sind keine starren
Verbindungen. Sie haben eine gewisse Plastizitat, wodurch ihre Kopplungsstarke
kurzfristig und langfristig modulieren kann. Man nimmt an, dass synaptische
Modulation auch fiir komplexe Vorgiange im Gehirn wie Lernen und Gedéchtnis

verantwortlich ist.

In Abbildung 2-8 A ist das Prinzip der synaptischen Ubertragung an einer
funktionalen neuromuskuldren Synapse dargestellt. Die einzelnen Schritte des
Ubertragungsprozesses (entsprechend der Numerierung in der Abbildung) sind im

folgenden kurz erlautert:

1. Ein Aktionspotential erreicht {iber das Axon die Prasynapse.
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2. Nach Depolarisation der prasynaptischen Membran 6ffnen spannungssensitive

Ca”-Kanile. Ca’* stromt ein.

3. Die erhohte Ca™-Konzentration bewirkt die Exocytose von synaptischen Vesikeln.
Der Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) wird aus den Vesikeln in den

synaptischen Spalt ausgeschiittet (Dauer ca. 1 ms).

4. ACh diffundiert durch den Spalt zur postsynaptischen Membran (Dauer ca. 2 ps)
und bindet dort an ACh-Rezeptoren.

5. Die Transmitterbindung 16st das Offnen von Na‘-Kanélen in der

postsynaptischen Membran aus (Dauer ca. 1,5 ps).

6. Na'- Einstrom durch die ACh-Rezeptoren depolarisiert die postsynaptische

Membran. Ein neues Aktionspotential wird postsynaptisch ausgelost.

7. Der Neurotransmitter ACh wird wieder freigesetzt und durch ACh-Esterase

abgebaut.

8. Die Abbauprodukte des Neurotransmitters werden wieder in die Prasynapse

aufgenommen. Neues ACh wird generiert und in Vesikel eingelagert.

Funktionale synaptische Ubertragung im PNS erfolgt ausschlieflich auf Basis des
Neurotransmitters ACh nach dem beschriebenen Mechanismus. Im ZNS kénnen
hingegen zahlreiche Neurotransmitter an der Ubertragung beteiligt sein. Man
unterscheidet niedermolekulare Neurotransmitter von Neuropeptiden.
Niedermolekulare Neurotransmitter (ACh, Amine, Aminosaurederivate, ...)
bewirken eine schnelle Signaliibertragung im ms-Bereich. Neuropeptide
(Endorphine, Enkephaline, Opiode, ...) hingegen wirken eher langsam modulierend

innerhalb von Minuten bis Stunden.

Weitere Unterschiede zwischen Synapsen des ZNS und PNS sind die Form des
Transmitterabbaus sowie die Morphologie am synaptischen Spalt. Im ZNS werden
Neurotransmitter nicht im synaptischen Spalt abgebaut, sondern diffundieren in die
Umgebung und werden anschliefiend wieder in Prasynapsen aufgenommen.

Im PNS ist der synaptische Spalt (50 nm) mit einer Basalmembran ausgefiillt, welche

auch die gesamte Prasynapse umhiillt. Im ZNS findet man keine Basalmembran und
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der synaptische Spalt ist mit 10 nm deutlich enger. Insgesamt ist die Synapse im PNS
mit durchschnittlich 10 um Ausdehnung deutlich gréfier als im ZNS (0,5 pm).

Abbildung 2-8 B zeigt einen Schnitt durch fiinf funktionale Synapsen an einem
Dendriten im ZNS. Deutlich sind die synaptischen Vesikel in der Ndhe der

Zellmembran zu erkennen (Pfeile).
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2.3 Neuronale Zellkultur

Die Anfange neuronaler Zellkultur gehen auf Ross Granville Harrison zuriick.
1907 berichtete dieser erstmals von Beobachtungen an in Kultur gewachsenen
Nervenfasern [Harrison, 1907]. Dieser Nachweis, dass neuronales Gewebe auch
auflerhalb des Korpers tiberleben und wachsen kann, gab den Anstofs fiir die

Begriindung einer neuen wissenschaftlichen Disziplin, der neuronalen Zellkultur.

1955 gelang Peterson und Muray der Nachweis, dass auch komplexe Vorgiange wie
Synapsenbildung und Myelinisierung von Axonen unter geeigneten Bedingungen in

Kultur ablaufen [Peterson, 1955].

Mit der Verfiigbarkeit von sterilen Arbeitsmaterialien auf Polymerbasis sowie von
Filtersystemen fiir die Entkeimung der Luft im Zellabor seit ca. 30 Jahren, bekam das
Feld der neuronalen Zellkultur schliefSlich breite Bedeutung in der Neurobiologie.
Sterile Kulturbedingungen waren durch diese Entwicklungen mit einem Mal ohne

grofiere Schwierigkeiten in jedem Labor zu realisieren.

Heute sind neuronale Zellkulturen Gegenstand umfangreicher Forschung zur

weiteren Ergriindung der Funktion des Nervensystems.

Im Gegensatz zu allen anderen Zellen im Organismus haben Nervenzellen die
Eigenschaft, dass sie nach Abschluss einer Phase schneller Zellteilung im
embryonalen Entwicklungsstadium, ihre Zellteilung vollstandig einstellen und zu
erwachsenen Neuronen ausdifferenzieren. Trotz wissenschaftlicher Fortschritte in
den letzten Jahren [Gage, 1995] ist es bisher noch nicht gelungen, ausdifferenzierte
Neurone wieder zuriick in eine Phase des Wachstums zu tiberfithren und die

Schranke zur Zellteilung zu tiberwinden [Banker, 1998].

Experimente an Nervenzellen in Kultur erfordern daher das Opfer eines
Versuchstieres fiir jedes einzelne Experiment. Auch ist die Anwendung genetischer
Techniken aufgrund der ohne Zellteilung fehlenden Vererbung ausgeschlossen.

Weiterhin werden die Experimente dadurch erschwert, dass die Kulturen, die bei
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verschiedenen Experimenten folglich aus verschiedenen Tieren stammen, eine
signifikante Streuung in den Eigenschaften der enthaltenen Nervenzellen aufweisen.
Da die Ausbeute an Neuronen jeder Praparation begrenzt ist, kann diese Streuung
auch nicht durch Einfrieren eines fiir mehrere Experimente ausreichenden

Zellvorrats eliminiert werden.

Aus den oben genannten Griinden gibt es seit langer Zeit Bestrebungen Zellsysteme
zu entwickeln, welche die Fahigkeit zur Zellteilung besitzen und anstelle von primiir
isolierten Neuronen fiir wissenschaftliche Experimente eingesetzt werden konnen.
Mit Zellen aus neuronalem Tumorgewebe ist dies inzwischen auch gelungen. Man

spricht in diesem Zusmmenhang von neuronalen Tumorzellinien.

Tumorzellinien basieren meist auf Gewebe, welches aus Hirntumoren von Ratten
oder Médusen gewonnen wurde. Einzelne Zellen des Tumorgewebes werden daraus
isoliert und zu einer Zellinie kloniert. Die hierzu verwendeten Tumore sind
entweder natiirlichen Ursprungs oder werden durch Bestrahlung und Verabreichung

andere karzinogener Substanzen gezielt induziert.
Die Vorteile von solchen neuronalen Zellinien sind offensichtlich:

— Sie sind einfach zu Handhaben. Fiir Experimente ist keine aufwendige
Primaérisolation von Nervenzellen aus dem tierischen Organismus erforderlich
sondern es konnen Zellen direkt aus einer kontinuierlich gefiihrten Kultur

entnommen werden.

— Alle Zellen einer Zellinie sind genetisch homogen. Zwar kommt es im Laufe der
Kultur zu spontanen Mutationen, jedoch kann bei regelméfliger Erneuerung der

Kultur durch frische Stammzellen eine gute Homogenitit erzielt werden.
— Die Anwendung genetischer Methoden ist moglich.

Neuronale Zellinien eignen sich aber leider nur begrenzt als Modell fiir
Nervenzellen. Abgeleitet von entarteten, karzinogenen Zellen weist bisher keine
bekannte Zellinie das volle Spektrum neuronaler Eigenschaften auf, das an primar

isolierten Neuronen beobachtet wird. So wird i.d.R. keine spezifische Polarisation
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der Neuriten in Axone und Dendriten beobachtet. Auch eine Myelinisierung von

Axonen oder die Bildung synaptischer Verkniipfungen’ erfolgt nicht [Banker, 1998].

Trotz dieser Einschrankungen sind viele aufschlussreiche Experimente mit
neuronalen Zellinien moglich. Auch in dieser Arbeit wurden neben Primérkulturen

verschiedene Tumorzellinien eingesetzt.

* Die Zellinie P19 stellt eine hiervon abweichende vielversprechende Ausnahme dar. Es konnten funktionale
Synapsen, verbunden mit axonaler und dendritischer Polarisation der beteiligten Neurone, an diesem
Zellsystem nachgewiesen werden.
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2.4 Eingesetzte Zellsysteme und Kulturprotokolle

Fiir die Durchfiihrung der Experimente an lebenden neuronalen Zellen wurden
verschiedene Zellsysteme eingesetzt. Je nach experimenteller Aufgabenstellung
kamen dissoziierte Neurone aus Zellinien oder neuronale Primérkulturen in
dissoziierter und organotypischer Form zum Einsatz. Bei dissoziierten Kulturen
wurden die neuronalen Zellen zundchst durch Enzyme aus dem Zellverband geldst
und anschlieffend in Form einer Suspension auf Substratoberfldchen ausgesat. Bei
organotypischen Kulturen wurden Gewebsschnitte angefertigt und diese direkt auf

die Substratoberfldche plaziert.

Allgemeine Vorversuche und eine systematische Charakterisierung von
strukturierten Kultursubstraten erfolgten auf Basis von Zellinien. Dies geschah
einerseits im Hinblick auf die grofiere Stabilitdt dieser Systeme iiber mehrere
Versuche hinweg, andererseits aber auch zur Minimierung der Zahl der bené6tigten

Versuchstiere.

Elektrophysiologische Experimente wurden vor allem an proliferierten Neuronen
aus Hirnschnitten durchgefiihrt. Der Schwerpunkt bei diesen Experimenten lag auf
der Detektion synaptischer Verbindungen innerhalb der Kultur. Die minimale
Schddigung des Gewebes bei den organotypischen Schnitten sollte die

Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung funktionaler Synapsen in vitro erhéhen.

Neben neuronalen Zellsystemen wurde noch ein weiteres elektrisch aktives primaéres
Zellsystem auf Basis von Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) verwendet.
Kardiomyozyten sind neben neuronalen Zellen der einzige Zelltyp, welcher in der
Lage ist Aktionspotentiale zu bilden. Zwar fehlen Kardiomyozyten alle anderen fiir
Neurone charakteristischen Eigenschaften, ihre Aktionspotentiale sind fiir
experimentelle Untersuchungen jedoch besonders interessant: Die elektrischen
Signale sind, verglichen zu Neuronen, besonders stark und die Aktionspotentiale
bilden sich spontan ohne externe Stimulation. Aufierdem ist es moglich aktive Zellen

an ihrer rhytmischen Kontraktion im Mikroskop zu identifizieren.
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Im Folgenden werden die verwendeten Zellsysteme beschrieben und alle Schritte zur

Préaparation und Kultivierung erlautert.

2.4.1 Zellinien

2411 Mzl und MzN
Die Zellinien PCC7-Mz1 und PCC7-MzN (kurz Mz1 und MzN) sind beides Subklone

eines Azaguanin-resistenten Klons von PCC7-5-Zellen (PCC7-S- AzaR)) [Fiellous,
1978; Pfeitfer, 1981; Lang, 1989]. PCC7-S-Zellen stammen von einem spontan
entwickelten testikuldren Tumor des rekombinierten Inzuchtm&dusestammes

129xC57B1/6].

Mz1 differenziert sowohl in neuronale Zellen, als auch in andere Zelltypen wie
beispielsweise Glia-Zellen. Bei MzN ist die Differenzierung zu nicht-neuronalen

Zellen hingegen weitestgehend unterdriickt.

Nach Ausdifferenzierung mit RA (All-Trans-Retinsdure) und cAMP (zyklisches
Adenosin Monophosphat) entwickeln sich aus den Zellinien neuronale Zellen mit
deutlich ausgeprégten Ionenkandlen und der Fahigkeit zur Auspragung von
Aktionspotentialen. Insbesondere ist es auf diesem Wege in fritheren Arbeiten
gelungen neuronale Polaritdt zu induzieren und durch Antikérperfarbungen

nachzuweisen [Berger, 1997].

Beide Zellinien wurden entsprechend den Angaben in fritheren Veroffentlichungen

kultiviert [Lang, 1989; Berger, 1997; Herget, 1998; Jostock, 1998].

Als Kulturmedium wurde DMEM /Ham's F12 (DMEM /F12, 21331-012, Life
Technologies GmbH) eingesetzt, zusdtzlich versetzt mit 16 % FCS (F-7524, Sigma),
1% P/S (P11-010, PAA ) sowie 200 mM Glutamax I (35050-038, Life Technologies
GmbH). Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit. Als Kulturgefdfle wurden Falcon Zellkulturflaschen (Falcon 3108,

Becton Dickinson) verwendet.

Die Zellinien wurden fiir die gesamte Dauer der Experimente in Kultur gehalten. Je
nach Bedarf wurden daraus Zell-Suspensionen gewonnen und diese auf Substraten

ausgesdt. Die dazu erforderlichen Schritte sind im Folgenden beschrieben:
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10.

. Abziehen des Kulturmediums.

Abwaschen der Serumreste durch Spiilen mit PBS (14040-083, Life Technologies
GmbH).

Ablosen der Zellen vom Kulturgefafs durch Zugabe eines Gemisches aus 0,25 %

Trypsin (T-8128, Sigma) und 0,25 % EDTA (G-7020, Sigma) in PBS.

Auswaschen des Trypsins mit frischem Kulturmedium und Neutralisation des

Trypsins durch zugesetztes fotales Kélberserum.

Zdhlen der Zelldichte im Himocytometer und Berechnen des
Verdiinnungsverhaltnisses fiir die Aussaat mit einer Zelldichte von 3500 Zellen je

cm?. Verdiinnen der Suspension mit Kulturmedium im errechneten Verhaltnis.

Aussaat der Zellen durch Auftropfen einer definierten Menge der fertigen

Suspension auf die Substrate.

Auffillen der Substrate mit Kulturmedium nach ca. 1 bis 2 Stunden

Sedimentationszeit, nachdem die Zellen adhéirent sind.

Nach 48 Stunden Kulturzeit: Auslosen des neuronalen Differenzierungsprozesses
auf den Substraten durch Zugabe von RA (R-2625, Sigma) in das Kulturmedium

in einer Endkonzentration von 0,1 pM.

Nach 72 Stunden Kulturzeit: Vervollstindigung der Stimulation durch Zugabe
von cAMP (104 396, Roche Diagnostics GmbH) in einer Endkonzentration von
1 mM.

Von jetzt an, regelméfiiger Wechsel des Kulturmediums supplementiert mit RA
und cAMP in den oben angegebenen Konzentrationen. Die genauen Zeitpunkte

konnen aus Abbildung 2-9 B entnommen werden.

Nach Beginn der neuronalen Ausdifferenzierung ist die Uberlebenszeit neuronaler

Zellinien begrenzt. Mit den Zellinien Mz1 und MzN ist es in den durchgefiihrten

Versuchsreihen gelungen, die Zellen maximal zwei Wochen in Kultur zu halten. Der

zeitliche Verlauf der Kultur ist in Abbildung 2-9, gemeinsam mit Beobachtungen zu

Zellwachstum und Elektrophysiologie, im Uberblick dargestellt.
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Kulturprotokoll fiir MzN- und Mz1- Zelllinien
|Ku|turtag -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 >
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Abbildung 2-9

Die neuronalen Zellinien wurden nach einem exakten Kulturprotokoll bis zu zwei Wochen auf den
Substraten kultiviert.

(A) Zeitpunkt der Substratvorbereitung

(B)  Schritte der Zellkultur

(C) Beobachtungen am Mikroskop

(D) Elektrophysiologische Untersuchungsergebnisse

Eine erste Auspragung neuronaler Eigenschaften nach Beginn der Differenzierung an
Tag 2 wurde ab Tag 6 beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt begann das Wachstum von
Neuriten (Abbildung 2-9 C). Das in elektrophysiologischen Untersuchungen
gemessene Membranpotential stieg ab Tag 6 von -20 mV auf -40 mV an Tag 10 an.
Natrium und Kalium Ionenkanéle waren ab Tag 8 nachzuweisen. Diese Ergebnisse
sind in guter Ubereinstimmung mit fritheren Untersuchungen der zeitlichen
Entwicklung von Mz1 und MzN Zellen nach neuronaler Ausdifferenzierung [Berger,

1997].

2412 P19

Neuronal ausdifferenzierte Zellen der Zellinie P19 gelten derzeit als einziges nicht

primdres Zellsystem, in welchem funktionale Synapsen nachgewiesen werden
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konnen [Banker, 1998]. P19 Neurone zeigen spezifische axonale und dendritische
Polaritdt, und bilden elektrophysiologisch nachweisbare Synapsen [Parnas, 1995;
Finley, 1996].

Die Zellinie P19 wurde 1982 aus einem kiinstlich induzierten Tumor gewonnen,
gebildet durch Implantation eines 7 Tage alten Mduseembryos in die
Testikularkapsel einer erwachsenen Maus [McBurney, 1982]. Der Phenotyp der
Zellen ist vergleichbar zu Zellen des primitiven Ectoderms. Sie zeigen ein breites
Entwicklungspotential in unterschiedliche Zelltypen wie Herzmuskelzellen,

Skelettmuskelzellen und neuronale Zellen [Rossant, 1982].

Mit All Trans Retinalsdure und einem speziellen Protokoll ist es moglich, eine P19
Kultur in neuronale Zellen auszudifferenzieren [Bain, 1994]. Das in dieser Arbeit
eingesetzte Kulturprotokoll basiert auf diesen Angaben und ist im Folgenden

beschrieben:
— Kultivierung der Stammzellen:

1. In Abstdnden von 4 Wochen wird die bestehende Stammzellkultur verworfen
und eine Kultur von neuen Stammzellen aus einem tiefgefrorenen Zellstamm
begonnen, um eine Verdnderung der Zellinie durch spontane Mutationen

auszuschlief3en.

2. Kultur der Stammzellen erfolgt in MEM Alpha Medium (10888-022, Life
Technologies GmbH), versetzt mit 10 % FCS (F-7524, Sigma) und 1 % P/S, in
Falcon Zellkulturflaschen (Falcon 3108, Becton Dickinson).

3. In Abstdnden von 2 Tagen werden die Zellen im Verhéltnis 1:10 — 1:20

passagiert.
— Neuronale Ausdifferenzierung;:
1. Abziehen des Kulturmediums.

2. Abwaschen der Serumreste durch Spiilen mit PBS



2-30

2 Neuronale Zellen

Konfluent gewachsene Stammzellen 3 Minuten mit einer Losung aus 0,25 %
Trypsin (T-8253, Sigma) und 0,025 % EDTA (E-6758, Sigma) in PBS von der

Kulturflasche ablosen.
Trypsin mit Kulturmedium auswaschen.

Zelldiche im Hamocytometer bestimmen, und die Zellen in einer Dichte von
12.800 Zellen/cm? in einer Non-TC-Schale mit 10 cm Durchmesser (663102,
Greiner) aussden. Kultumedium: 20ml MEM Alpha Medium mit 5 % FCS und
0,5 uM RA (R-2625, Sigma).

Nach 2 Tagen Mediumwechsel: Uberfiihren der Zellen in ein 50 ml Rohrchen;
Abwarten der Sedimentation der Zellen (ca. 10 Min.); Abziehen des Mediums;

Aussaat des Sediments in neuem RA-haltigem Medium analog zu Schritt 2.

Nach 4 Tagen erfolgt die Ubertragung auf normale Kultursubstrate:
Auswaschen des RA-haltigen Mediums in normalem MEM Alpha Medium
ohne Serum; Vereinzeln der gebildeten Zellaggregate in 2ml 0,25 % Trypsin-
EDTA Lo6sung in PBS mit 50 pg/ml DNAse (D-4527, Sigma); Abzentrifugieren
mit 2 ml Serumhaltigem MEM Alpha Medium mit DNAse.

Zellen in 10 ml MEM Alpha Medium (10888-022, Life Technologies GmbH)
mit B-27 Supplement (17504-044, Life Technologies GmbH) und 50 ng/ml
NGF (13290-010, Life Technologies GmbH) aufnehmen, zdhlen und in einer

Dichte von 20.000 Zellen/cm? auf Kultursubstrate aussaen.

2.4.2 Primarkulturen

24.21

Organotypische Hirnschnitte des Hirnstamms

Schnitte des Hirnstamms von E18 Rattenembryos wurden fiir Primarkulturen als

Reservoir fiir proliferierende neuronale Zellen genutzt. Neurone des Hirnstamms

sind im Organismus verantwortlich fiir eine Reihe unterbewusst ablaufender

Prozesse wie z.B. Atmung und Kontrolle des Blutdrucks. Sie zeigen daher

gewoOhnlich auch in Kultur spontane Aktivitdt sowie besonders stark ausgepragte

Natrium- und Kaliumkanale.
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Aufbau des Gehirns
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Abbildung 2-10
Sagitalschnitt durch das Gehirn. Abbildung entnommen aus [Nicholls, 1995].

In Abbildung 2-10 ist ein Mediosagittalschnitt durch das Gehirn abgebildet. Darin ist
der Hirnstamm mit seinen drei Unterbereichen Mittelhirn, Pons und Medulla gut zu
erkennen. Die Methode der Préparation lehnt sich an ein bekanntes Kulturprotokoll
von B. H. Gdhwiler an. Dieses wurde erstmals 1981 veroffentlicht [Gahwiler, 1981],
und in der Folge in weiteren Details dokumentiert [Gdahwiler, 1984b; Géahwiler,
1990]. Um den Auswuchs von Neuronen aus dem Hirnschnitt auf die
Substratoberfldche hinaus zu steigern, wurde das Protokoll beziiglich des
verwendeten Kulturmediums, der Dicke der Schnitte sowie des Verfahrens der
Plazierung der Schnitte auf den Substraten modifiziert. Insbesondere wurde auf eine
Beschichtung der Substrate mit Zellplasma verzichtet. Anstelle dessen wurden die
verwendeten Substrate entweder homogen mit Laminin beschichtet oder mit einer

Lamininstruktur bestempelt (siehe Kapitel 4).

Die einzelnen Schritte der Praparation laufen wie folgt ab:
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1. Vollstandige Extraktion des Gehirns aus 15-18 Tage alten, embryonalen CD"-
Sprague-Dawley Ratten’. Die fiir die Experimente verwendeten Ratten stammten
aus einer kontinuierlichen Verpaarung des Unternehmens Charles River Wiga

Deutschland GmbH.

2. Abtrennen von Riickenmark und Pons mittels transversalem Schnitt durch den

Schnabelférmigen Pons.
3. Entfernen des Kleinhirns durch Sektion des Hirnstiels.

4. Anfertigen kranzférmiger Hirnschnitte (6-12 Schnitte je Ratte) in einer Dicke von
je 250 pm mit einer automatisierten Schnittmaschine (Tissue Chopper, Mcllwain,

England).

5. Einlegen der fertigen Schnitte in kaltem Hirnschnitt-Kulturmedium: Ham's F10
(N-1387, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) erganzt mit 20-25% FCS (F-7524, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) und 4 mM Glutamin (G-1573, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH).

6. Lagerung fiir 4-5 Stunden im Inkubator (BB 6060, Heraeus Instruments GmbH)
bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit. Wéahrend dieser Zeit 16sen sich
geschddigte Zellen vom Hirnschnitt ab und bleiben bei der spédteren Entnahme

der Schnitte im Medium zuriick.

7. Vorbereitung der Kultursubstrate: Petrischalen aus Polystyrol (Greiner
Labortechnik) homogen mit Laminin (1243217, Boehringer Mannheim GmbH)
beschichten’, oder strukturiert bestempeln. Petrischalen mit Hirnschnitt-

Kulturmedium fiillen®.

8. Umbetten der Schnitte auf die Kultursubstrate: Die Schnitte einzeln mit einem

kleinen, oberfldchenpolierten Spatel anheben und nach Eintauchen in die mit

® Der Stamm dieser Versuchstiere geht aus der Kreuzung einer weiblichen Wistar-Ratte mit einer ménnlichen
Hybridratte (Hooded) hervor. Er wurde 1925 von Robert W. Dawley entwickelt.

" Beschichtung erfolgt durch Aufbringen eines Tropfens einer PBS-Laminin-Lésung mit 25 pg/ml Laminin fiir die
Dauer einer Stunde.

® Kritisch ist hierbei die Wahl der richtigen Fiillhéhe. Bei einer zu groen Menge an Medium schwimmt der
Hirnschnitt von der Oberflache weg. Gibt man hingegen zu wenig Medium zu, so kann der Hirnschnitt tiber
Nacht austrocknen. Bei Petrischalen mit 3 cm Durchmesser wurden die besten Ergebnisse mit 1 ml Medium
erzielt.



2.4 Eingesetzte Zellsysteme und Kulturprotokolle 2-33

10.

11.

12.

Medium gefiillten Kultursubstrate durch Wegziehen des Spatels zu Boden sinken

lassen.

Auffiillen der Kultursubstrate mit mehr Medium erst ab Tag 4-5 in Kultur. Nach
dieser Zeit liegt gewohnlich eine ausreichende Anhaftung der Hirnschnitte vor.
Bis zu diesem Zeitpunkt muss die Menge an Kulturmedium tédglich kontrolliert
werden, um einem Austrocknen oder Aufschwimmen des Schnitts

entgegenzuwirken.

Unterdriicken tibermafligen Wachstums nicht neuronaler Zellen, z.B. Gliazellen,
an Tag 5 in Kultur: Austausch des Mediums gegen ein mit 1 pM ARA-C (C-6645,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH) angereichertes Hirnschnitt-Kulturmedium fiir ca.
12 Stunden’. Dieses blockiert die Zellteilung und stoppt damit die Ausbreitung

von Gliazellen tiber das Substrat.
Riicktausch des Mediums gegen normales Hirnschnitt-Kulturmedium.

Ohne weiteren Mediumwechsel konnen die Hirnschnitte nun mehrere Wochen

inkubiert werden.

Alle Arbeitsschritte der Praparation miissen unter sterilen Bedingungen ausgefiihrt

werden, um eine Infektion der Kultur mit Bakterien oder Pilzsporen unter allen

Umstdanden zu vermeiden. Erfolgsentscheidend fiir die Praparation sind daneben

insbesondere die Geschwindigkeit (maximal 45 Minuten vom T&ten des

Versuchstiers bis zum Einlegen der fertig praparierten Schnitte in Kulturmedium)

sowie eine ausreichende Kiihlung der Arbeitsflache und der verwendeten Medien

wihrend der Praparation.

In Abbildung 2-11 ist in Mikroskopieaufnahmen der typische zeitliche Verlauf dieser

Hirnschnittkultur auf einem unstrukturierten (Abbildung 2-11 A) und einem mit

Linien strukturierten Substrat (Abbildung 2-11 B) dargestellt.

Zundachst haften die Hirnschnitte nur an der Substratoberflache an und bleiben

ca.

1-2 Tage unverandert als kompakter Zellverband erhalten (Abbildung 2-11 A1,

* Bei sehr starkem Glia- und Fibroplastenwachstum muss die Konzentration von ARA-C auf 2 pM erhoht
werden, und fiir mehrere Tage im Medium verbleiben.



2-34 2 Neuronale Zellen

Wachstumsphasen von Hirnschnitten
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Abbildung 2-11

Die Hirnschnitte beginnen nach Tag 1-2 in Kultur mit einer starken laterale Ausbreitung.
(A) Isotrope Ausbreitung des Zellverbands auf einem unstrukturierten Kontrollsubstrat
(B) Geordnete Zellmigration entlang vorgegebener Wachstumspfade

B1). Nach 2-3 Tagen in Kultur beginnen erste Neuronen aus dem Hirnschnitt
herauszuwachsen und breiten sich in der direkten Umgebung des Gewebes aus.
Dies geschieht auf dem unstrukturierten Substrat A isotrop und ungeordnet in allen
Richtungen (Abbildung 2-11 A2), auf dem mit Linien strukturierten Substrat
hingegen geordnet in Richtung der vorgegebenen Wachstumspfade (Abbildung 2-11
B2).

Zwischen Tag 8-14 in Kultur wird die maximale Ausbreitung von Neuronen tiber die
Substrate erreicht (Abbildung 2-11 A3, B3). Eine Reichweite zwischen ein und zwei
Millimeter Radius um den Hirnschnitt wurde regelméfiig beobachtet. Nach
Abschluss dieser Phase raschen Wachstums kommt die Ausbreitung der Neuronen

langsam wieder zum Stillstand.

Nach Tag 14 in Kultur ist in i.d.R. keine deutliche Vergroflerung der lateralen

Ausbreitung mehr zu beobachten. Die bis dahin mit Neuronen besiedelten Areale
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werden durch Wachstum von Neuriten und Gliazellen langsam verdichtet, bis im
ungtinstigsten Fall alle Neuronen von Gliazellen und Neuriten eingehtillt sind. Auf
den unstrukturierten Substraten sind in Abbildung 2-11 A2 und A3 eine grofie
Anzahl von ungeordnet um den Hirnschnitt herum verteilten Neuronen in Form von
hellen Punkten zu erkennen”. Auf dem strukturierten Substrat liegen die Neurone

entlang der Linien wie an einer Perlenschnur aufgereiht (Abbildung 2-11 B2, B3).

Als bester Zeitpunkt fiir elektrophysiologische Messungen an der beschriebenen
Kultur hat sich der Zeitraum zwischen Tag 12 und Tag 16 erwiesen. In dieser
Periode sind alle Ionenkanile des Zellsystems bereits hinreichend stark ausgeprégt
und die Neuronen liegen fiir Patch-Clamp Messungen weitestgehend frei zuganglich
an der Oberflache des Substrats. Erfolgt eine Messung zu spit, so ist ein verstarkter
Uberwuchs der zuvor freiliegenden Neurone zu beobachten. Elektrophysiologische
Messungen konnen in diesem Fall nur noch mit sehr geringer Erfolgsquote

durchgefiihrt werden.

24.2.2 Dissoziierte hippocampale Neuronen

Eine dissoziierte Primarkultur hippocampaler Neuronen wurde verwendet, um
strukturiertes Wachstum auf den Oberfldchen von extrazellularen Halbleitersensoren
nachzuweisen. Fiir diese Versuche wurde ein aus fritheren Versuchen [Scholl, 2000]

bekanntes Kulturprotokoll benutzt.
Die einzelnen Schritte der Praparation sind:

1. Herauspraparieren der Hippocampi aus Embryos (E16-E18) einer trachtigen
Sprague Dawley Ratte.

2. Inkubation des Gewebes in 0,25 % Trypsin (T-8253, Sigma-Aldrich GmbH), gelost
in Ca”-und Mg""-freiem HBSS (14185-045, Life Technologies GmbH) fiir
8 Minuten bei 37 °C.

" Die Zellkorper der Neuronen heben sich in der mit Phasenkontrast aufgenommenen Mikroskopieaufnahme
hell vom Hintergrund ab.
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3. Fiinffaches Abspiilen der Hippocampi wahrend 5 Minuten in 2 ml
Kulturmedium, bestehend aus Neurobasalmedium (10888-022, Life Technologies
GmbH) mit zusdtzlichem B-27 Supplement (17504-044, Life Technologies GmbH).

4. Dissoziieren der Zellaggregate durch abwechselndes Einsaugen und Auspressen

mit einer feuerpolierten Glaspipette.

5. Aussaat der dissoziierten Zellen in einer Dichte von 5000 bis 15000 Zellen /cm?2

auf die Oberflache der Halbleitersensoren.
6. Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit.

7. Nach 60 Minuten Kulturzeit, Waschen der Substratoberflache mit frischem

Kulturmedium, um die Oberflache von nicht-haftenden Zellen zu saubern.

24.23 Kardiomyozyten

Kardiomyozyten sind ein sehr gut untersuchtes elektrisch aktives Zellsystem. Nach
einigen Tagen in Kultur bilden die Zellen in regelméfiigen Zeitabstdnden spontane
Aktionspotentiale aus. Als Folge des durch jedes Aktionspotential ausgeldsten
starken Calciumeinstroms in die Zelle, kommt es zur Kontraktion von Myofibrillen
in der Zelle. Das Ergebnis ist eine unter dem Mikroskop direkt zu beobachtende
rhytmische Kontraktion. Kardiomyozyten bilden auf homogen mit Fibronektin

(F 3667, Sigma) beschichteten Substraten eine konfluente Schicht aus. Das
Cytoplasma aneinanderliegender Zellen ist {iber Gap-Junctions (gebildet von
Transmembranproteinen des Typs Connexin Cx 43 ) leitend verbunden. Dadurch
kommt es bei hinreichend dichter Aussaat der Zellen zu einer synchronen

Kontraktion der gesamten Zellschicht.

Insbesondere die spontane Aktivitdt von Herzmuskelzellen sowie die Moglichkeit
zur direkten mikroskopischen Identifikation aktiver Zellen anhand ihrer Kontraktion
macht das Zellsystem besonders interessant fiir die Erprobung neuer Messverfahren.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kardiomyozyten fiir die Erprobung einer neuen

Technik zur extrazelluldren Signalableitung eingesetzt.
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Die fiir diese Versuche verwendeten Zellen wurden aus Herzen von embryonalen

Ratten (E16-E18) wie folgt prapariert [Bhatti, 1989]:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Herzen von 10-12 Embryonen steril entnehmen. Sammeln der Herzen in HBSS

(14185-045, Life technologies GmbH).

Entfernen des Blutes durch mehrfaches manuelles Pumpen der Herzen mit einer

Pinzette.
Zerkleinern des Gewebes mit einem Skalpell.

Sammeln der Gewebsstiicke in einem Zentrifugenrohrchen und dreimaliges

Waschen mit eiskaltem HBSS.

Ersetzen des HBSS durch 0,05 % Trypsin (T-8253, Sigma) gelost in
Fixierungspuffer (Rezeptur sieche Anhang).

Inkubation fiir 20 Minuten bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit.
Verwerfen des Uberstandes.

Zugabe von 100 ul DNAse Typ II (D 4527, Sigma) zur weiteren enzymatischen
Dissoziation des Gewebes. Nach 2 Minuten Wartezeit werden weitere 2,5 ml

Trypsinlosung (0,025 % in Fixierungspuffer) hinzugefiigt.
Inkubation fiir 20 Minuten.

Sammeln des Uberstandes, welcher nun vereinzelte Zellen enthilt und
uberfiihren in ein Medium aus HEPES Puffer mit 0,5 % Insulin-, Transferrin-,

Selenit-Losung (1884, Sigma) und 25 % FCS (F-7524, Sigma).

Zentrifugieren der Zellsuspension bei 1500 min" fiir 5 Minuten. Anschliefend

Uberstand verwerfen.

Resuspension des Sediments aus noch nicht dissoziiertem Gewebe in eiskaltem

Ham's F10 (21955-018, Life Technologies GmbH) mit 0,5 % ITS und 10% FCS.
Wiederholung der Schritte 8 -12 bis alles Gewebe dissoziiert ist.

Sammeln der endgiiltigen Zellsuspension (aus Schitt 10) und Inkubation in

Zellkulturflaschen fiir 30 Minuten. Da Fibroblasten schneller adhéarieren als
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Kardiomyozyten, erhdlt man anschlieffend beim Ausgiefien eine Suspension mit

einer erhohten Anzahl Kardiomyozyten.

15. Einstellen der gewiinschten Zellkonzentration durch Zihlen in einem
Hamycytometer und entsprechende Verdiinnung mit weiterem Medium.
Mit Zelldichten von 20.000 bis 40.000 Zellen/cm? wurden die besten Ergebnisse

erzielt.
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2.5 Protokolle zur Fluoreszenzfirbung

Eine exakte morphologische Identifikation von neuronalen Zellen sowie ihrer Axone
und Dendriten ist auch mit modernen Phasenkontrastoptiken im Lichtmikroskop
sehr schwierig und héufig ungenau. Anhand einiger Merkmale" ist es mit etwas
Ubung zwar méglich neuronale Zellen von Gliazellen zu unterscheiden, jedoch ist
insbesondere in Kulturen mit hoher Zelldichte eine Unterscheidung von Axonen und
Dendriten sowie deren Zugehorigkeit zu einzelnen Neuronen im Phasenkontrastbild

nicht mehr moglich.

Hat man ein Fluoreszenzmikroskop zur Verfligung, so konnen bestimmte Zelltypen,
einzelne Zellen, oder funktionaler Einheiten wie Axone oder Dendriten gezielt mit
einem Fluoreszenzmarker angefarbt werden. Unter dem Fluoreszenzmikroskop

heben sich die markierten Bereiche dann kontraststark vom Hintergrund ab.

Fiir Experimente dieser Art wurden zwei verschiedene Verfahren der

Floreszenzfarbung eingesetzt:

1. Zur Identifikation von neuronalen Zellen sowie deren Axone und Dendriten,
wurden Zellsubstrate mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern gefarbt. Dieses
Verfahren wird als funktionale Antikérperfirbung bezeichnet, da die eingesetzten

Antikorper gegen spezifische, funktionale Proteine der Zellen gerichtet sind.

2. Parallel zu elektrophysiologischen Messungen an synaptisch verschalteten Zellen,
wurden die exakten Pfade der elektrischen Verbindung durch Mikroinjektion von

Farbstoffen in das Zell Cytoplasma sichtbar gemacht.

Im Folgenden sind beide Methoden mit den exakten Protokollen beschrieben. Die

erzielten Ergebnisse werden in spateren Kapiteln der Arbeit diskutiert.

" Neurone: Groer Zellkern, erhabener Zellkérper, lange Fortsétze in zylindrischer Form; Unterscheidung eines
langen Axons von vielen stark verzweigten Dendriten. Gliazellen: Polygonale Form, flacher Zellkorper,
Auswiichse radialsymmetrisch und stark verzweigt.
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2.5.1 Funktionale Antikorperfirbung

Antikorper wurden eingesetzt, um in den verwendeten Zellsystemen neuronale
Zellen und Gliazellen zu identifizieren. Neuronale Zellen wurden dabei mit einem
Antikorper gegen das Mikrotubuli assoziierte Protein 2 (kurz MAP 2) markiert
[Caceres, 1984], Gliazellen mit einem Antikorper gegen das Glial Fibrillary Acidic
Protein (kurz GFAP) [Debus, 1983].

Weiterhin wurde versucht, neuronale Polaritdt durch spezifische Anfarbung von
Axonen und Dendriten auf strukturierten Substraten nachzuweisen. Dendriten
wurden dabei mit anti-MAP 2 markiert, Axone mit einem Antikorper gegen das

Mikrotubuli assoziierte Protein Tau (kurz Tau) [Mandell, 1996].

Alle eingesetzten Antikorper gelten als weitreichend erprobt und sind
wissenschaftlich anerkannt [Banker, 1998]. Zur Absicherung der Ergebnisse wurden
bei jeder Farbung jeweils zwei Isotypkontrollen mitgefiihrt, um eine unspezifische
Farbung ausschliefien zu konnen. Die verwendeten Protokolle stiitzen sich auf

Angaben in fritheren Arbeiten [Berger, 1994; Berger, 1997; Jostock, 1998].

2511 MAP2

Die selektive Anfdrbung von neuronalen Zellen und ihrer Dendriten erfolgte in drei
Schritten: Zuerst wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. Dann wurde das
spezifisch in Neuronen exprimierte Protein MAP 2 mit einem priméren Maus-
Antikorper markiert. Im letzten Schritt wurde ein Cy-3 fluoreszenzmarkierter

Sekundérantikdrper an den Primarantikdrper gebunden.
— Aufbereiten der Zellen in CS-Puffer” (siehe Rezeptur im Anhang):
1. Zweimaliges Waschen der Zellsubstrate mit vorgewdrmten CS-Puffer.

2. Fixieren bei Raumtemperatur in 3,7 % Paraformaldehyd (PFA) in CS-Puffer

wihrend 15 Minuten.
3. Dreimaliges Waschen mit CS-Puffer. Insgesamt 10 Minuten.

4. Permeabilisieren mit 0,5 % Triton-X-100 (T-9284, Sigma) in PBS fiir 5 Minuten.

" Alternativ kann auch in allen Schritten PBS anstelle von CS-Puffer verwendet werden.
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5. Falls Substrate aus mehreren Versuchen fiir eine gemeinsame Farbung

gesammelt werden sollen, Substrate jetzt in CS-Puffer bei 4 °C einlagern.

— Markierung mit dem Primdrantikdrper Maus anti-MAP 2 (MAB 3418, Chemicon)
mit einer Konzentration des Antikorpers von 10 pg/ml in Verdiinnungspuffer

(Rezept siehe Anhang):

1. Aufpipettieren von 100 pul Antikérperldsung auf die Substrate.

2. Abdecken der Substrate mit einem Deckglas (22x22 mm).

3. Inkubation fiir 40 Minuten bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit.

4. Dreimaliges Auswaschen der Antikorperlosung mit PBS. Insgesamt

10 Minuten.

— Applikation des Cy-3 markierten Sekundarantikorpers F(ab),-Esel anti Maus (715-

096-150, Dianova) analog zum Vorgehen bei dem Primédrantikorper.

Auf die fertig gefarbten Praparate wurden 100 pl PBS aufpipettiert, und der Tropfen
mit einem Deckglas abgedeckt”. Zur Auswertung wurden die Substrate unter einem

Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

2512 Tau

Axonale Farbungen mit dem Marker Kaninchen anti-Tau (T 6402, Sigma) sowie dem
FITC markierten Sekundérantikorper F(ab),-Esel anti Kaninchen (711-166-152,
Dianova) wurden nach exakt dem gleichen Protokoll wie MAP 2 Farbungen
durchgefiihrt. Bei Einzelfarbung ohne zusatzliche MAP 2 Markierung kann
allerdings der Triton-X-100 Permeabilisierungsschritt entfallen. Die Verdiinnungen

der verwendeten Antikorper waren:
— anti-Tau: 1:100

— F(ab),-Esel anti Kaninchen: 1:100

¥ Alternativ kann auch eine Langzeitversiegelung in Eindeckmittel (Rezept siehe Anhang) erfolgen.



2-42 2 Neuronale Zellen

2.5.1.3 GFAP
Auch die Markierung von Gliazellen mit dem Marker Maus anti-GFAP (814 369,

Roche Diagnostics GmbH) erfolgte nach dem Protokoll der MAP 2 Farbung. Anstelle
der Triton-X-Permeabilisierung erfolgte ein zusatzlicher Fixierschritt in Eisessig.
Dazu wurden die bereits mit PFA fixierten Proben fiir 5 Minuten bei —20 °C mit

100 pl Eisessig tiberschichtet und anschliefiend mit PBS gewaschen.

Der primédre Antikorper der Farbung, anti-GFAP wurde in einer Konzentration von
2 png/ml eingesetzt. Als sekundérer Antikorper wurde analog zur anti-MAP 2
Farbung der Sekundarantikorper F(ab),-Esel anti Maus (715-096-150, Dianova)

verwendet.

2.5.2 Farbung durch Mikroinjektion

Bei intrazelluldren Patch-Clamp Messungen erfolgt die Messung von Ionenstromen
tiber eine mit einer Elektrolytlosung gefiillten Mikropipette. Diese Pipette wird an
die Membran der untersuchten Zelle gefiihrt und die Zellmembran durch leichten
Unterdruck in der Pipette getffnet. Wahrend der Messung besteht also eine
Verbindung des Zellcytoplasmas zur Elektrolytlosung in der Patch-Pipette.

Durch Einbringen eines Fluoreszenzfarbstoffs in die Elektrolytlosung kann folglich
das Zellcytoplasma angefarbt werden. Verwendet man geeignete polare Farbstoffe,
die aufgrund ihrer Polaritdt nicht in der Lage sind aus der Zelle durch die
Zellmembran hinauszudiffundieren, so kann man auf diese Weise eine
kontrastreiche Anfarbung des Zellcytoplasmas erreichen. Der Farbstoff gelangt
dabei rein diffusiv in die Zelle. Die Anfdrbung kann aber auch entlang eines
Spannungsgradienten beschleunigt werden. Dazu werden mit dem Patch-Clamp

Verstarker Hyperpolarisationspulse an die Zelle angelegt.

Eine ganze Reihe polarer Fluoreszenzfarbstoffe fiir diese Anwendung sind
kommerziell erhaltlich. Der wohl populérste Farbstoff unter ihnen ist Lucifer

Yellow.
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Farbung durch Mikreinjektion

* Farb ot off {A) Sulforhodamine (B) Lucifer Yellow (C) Cascade Blue
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" Beizpiel
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Abbildung 2-12

Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Anfarbung von Zellen durch Mikroinjektion, zusammen mit
jeweils einer charakteristischen Farbung eines Neurons. Die gefirbten Neurone stammen aus der oben
beschriebenen Kultur organotypischer Hirnschnitte des Hirnstamms von E18 Rattenembryos.

(A) Sulforhodamine

(B)  Lucifer Yellow

(C) Cascade Blue

Um gleichzeitig bis zu drei Zellen getrennt farben zu kénnen, wurden in dieser
Arbeit neben Lucifer Yellow noch zwei weitere polare Farbstoffe, Sulforhodamine
und Cascade Blue verwendet. In Abbildung 2-12 sind alle drei Farbstoffe mit den
zugehorigen Strukturformeln sowie einer exemplarischen Fluoreszenzaufnahme
dargestellt. Die abgebildeten Farbungen stammen von einer neuronalen Kultur aus
organotypischen Hirnschnitten des Hirnstamms von E18 Rattenembryos. In allen
drei Aufnahmen ist die mit Fluoreszenzfarbstoff gefiillte Mikropipette als hell

leuchtendes spitz auf die Zelle zulaufende Spitze deutlich zu erkennen.

Uber die Visualisierung einzelner Zellen hinaus, konnen durch Mikroinjektion auch
Verbindungen des Cytoplasmas zu benachbarten Zellen (gebildet durch Gap-
Junctions) detektiert werden [Steward, 1978; Eckert, 1993].
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Ziel der in dieser Arbeit durchgefiihrten Farbungen durch Mikroinjektion war eine
Visualisierung und Vermessung der Pfade von Axonen und Dendriten an
elektrophysiologisch untersuchten Zellen. Bei einer elektrophysiologisch
detektierten elektrischen Verbindung zwischen zwei benachbarten Neuronen kann
auf diesem Weg der Pfad der Signaliibertragung genau identifiziert und seine Lange

bestimmt werden.

Das in den Versuchen eingesetzte Protokoll zur Fairbung durch Mikroinjektion lehnt
sich an Angaben aus fritheren Veréffentlichungen an [Traub, 1994; Eckert, 1999] und

umfasst folgende Schritte:

— Herstellung angefarbter intrazelluldrer Losungen:

1. Jeweils 5 mg der Farbstoffe Lucifer Yellow (L-435, Molecular Probes),
Sulforhodamine (S-359, Molecular Probes) und Cascade Blue (C-687,
Molecular Probes) in 20 ml intrazelluldrer Patch-Clamp Losung (Rezept siehe

Anhang) auflosen.

2. Ungeloste Schwebstoffe durch Filtern der Losungen mit einem Mikrofilter

(1,25 ym Porenweite) entfernen.
— Fillen der Mikropipetten mit Farbstoff:

1. Mikropipetten durch Injektion von ungefarbter, intrazelluldrer Patch-Clamp
Losung wie bei einem gewohnlichen elektrophysiologischen Experiment

fillen.

2. In einem zweiten Schritt wenige pl der gefdrbten Losung mit einer diinnen
Kapillare von hinten ca. Imm hinter die Spitze der Pipette injezieren. Wichtig
hierbei ist, dass die gefarbte Losung nicht ganz in die Spitze gelangt. Nur so
kann eine Verteilung von Farbstoff in das Kulturmedium um die untersuchten
Zellen herum vermieden werden, da der Farbstoff erst nach einiger Zeit an die

Offnung der Pipette diffundiert.

— Einfarben der untersuchten Zellen:



2.5 Protokolle zur Fluoreszenzfarbung 2-45

1. Nach Eréffnung einer Zelle fiir die elektrophysiologische Messung (siehe
hierzu Kapitel 3) diffundiert der Fluoreszenzfarbstoff durch die Pipettenspitze
in die Zelle.

2. Ca. 5-10 Minuten nach Zell6ffnung ist ausreichend Farbstoff in der Zelle
vorhanden, um den Zellkérper und die Neuriten im Fluoreszenzmikroskop
zu beobachten. Eine Beschleunigung der Anfarbung ist durch Anlegen von
Spannungsgradienten seitens des Patch-Clamp Verstarkers moglich. Dies ist
jedoch in der Regel nicht erforderlich, da sich widhrend der Durchfiihrung

elektrophysiologischer Messungen eine ausreichende Wartezeit ergibt.

3. Der Beleuchtungsstrahlengang des Fluoreszenzmikroskops darf nur so kurz
wie moglich und erst unmittelbar zum Zeitpunkt der Fluoreszenzmessung
geoffnet werden. Durch photochemische Reaktion des angeregten Farbstoffs
mit Sauerstoff entstehen in der gefarbten Zelle freie Radikale, die zytotoxisch
wirken und die Zelle von innen zerstéren konnen. Aus diesem Grund
wurden elektrophysiologische Messung ausschlieSlich vor Beginn der

Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt.
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3 Die Patch-Clamp Technik

Seit Entwicklung der Patch-Clamp Technik durch Erwin Neher und Bert Sakmann
im Jahre 1976 [Neher, 1976], steht der Wissenschaft ein prazises Messverfahren fiir
die Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften von elektrisch aktiven
Zellen und deren Ionenkandlen zur Verfiigung. Im Jahre 1991 erhielten die beiden

Wissenschaftler dafiir den Nobelpreis.

Je nach gewahlter Konfiguration, ist es mit der Patch-Clamp Technik mdoglich, die
Elektrophysiologie ganzer Zellen (Whole-Cell Konfiguration) oder sogar einzelner

Ionenkanile in der Zellmembran (Single-Channel Konfiguration) zu messen.

In der Whole-Cell Konfiguration wird mittels einer Glaselektrode eine leitende
Verbindung zum Cytoplasma der untersuchten Zelle hergestellt. Die elektrischen
Eigenschaften der gesamten Zellmembran werden dadurch messtechnisch
zuganglich.

Bei der Single-Channel Konfiguration wird die Glaselektrode nur auf die
Zellmembran aufgesetzt (Cell-attached Konfiguration), oder es wird mit der Pipette
ein Membranstiick aus der Zellmembran herausgeldst (Patch Konfiguration). In
beiden Fillen wird die Pipettenéffnung von einem intakten Membranfragment
tiberspannt und elektrisch von der Umgebung isoliert. Somit tragen nur einzelne
Ionenkandle zum Messignal bei, welche sich in dem Membranfragment tiber der

Pipettenoffnung befinden.

In dieser Arbeit wurde die Patch-Clamp Technik auschlieSlich in der Whole-Cell
Konfiguration verwendet. Mit dem Verfahren wurden sowohl Ionenstréme und
Aktionspotentiale einzelner neuronaler Zellen gemessen als auch synaptische

Kopplungen zwischen zwei Neuronen elektrisch charakterisiert.

Insbesondere fiir die Interpretation der Messignale der untersuchten synaptischen
Kopplungen ist ein genaues Verstiandnis des Messverfahrens selbst sowie dariiber
hinaus der Funktionsweise aller elektronischen Verstarkerkomponenten des

verwendeten Messaufbaus erforderlich. Im Folgenden wird die Whole-Cell
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Konfiguration im Detail beschrieben und die Signalverarbeitung im Patch-Clamp

Verstarker anhand von Blockschaltbildern erlautert.
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3.1 Whole-Cell Konfiguration

Fiir die Durchfiihrung einer Patch-Clamp Messung in Whole-Cell Konfiguration,
wird das Cytoplasma der untersuchten Zelle mit einer Glaselektrode leitend

kontaktiert.

Die Leitfahigkeit der Glaselektrode wird durch vorherige Fiillung mit einer
ionenleitenden, intrazelluldren Elektrolytlosung hergestellt. Die untersuchte Zelle
selbst befindet sich in einem Bad mit extrazelluldrer Elektrolytlosung. So entsteht ein
geschlossener Stromkreis zwischen Glaselektrode und Bad iiber die Zellmembran
der kontaktierten Zelle hinweg. In das Bad und in die Glaselektrode sind chlorierte
Siberdréhte eingetaucht, an welche schliefllich der Patch-Clamp Verstarker

angeschlossen ist.

Whole-Cell Konfiguration

1 Anndherung 2 Zellberiihrung 3 Zell6ffnung
an die Zelle mit Gigaseal und Messung

(A) Schematische
Zeichnung

“

(B) Messignal
- Testpuls
- Signal
- Signal,
kompensiert

(C) Elektrisches RPipette RPipette RPipette RZugang - +UMembran
Ersatzschaltbild IT—h. OI':'ﬂ .
3 3 5 g
=3 - = =3 o
o > o 2
- Unkompensiert
Kompensation R R
Pipette Pipette _ U
Schritt 1 - I + ~Membran
| ) =
g 2 s
: | o'cz r:cg 2
- Kompensiert s ° | . 4

Abbildung 3-1

Arbeitsschritte zur Durchfiihrung einer Patch-Clamp Messung in Whole-Cell Konfiguration.
(A) Schematische Darstellung des Systems aus Pipette und Zelle.

(B)  Typische Messignale vor und nach erfolgter Kompensation.

(C)  Elektrische Ersatzschaltbilder der einzelnen Konfigurationen.
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Um das Innere einer Zelle zu kontaktieren und zu der oben beschriebenen
Messkonfiguration zu gelangen, sind mehrere vorbereitende Schritte erforderlich.
Parallel zur mechanischen Herstellung der Konfiguration, erfolgt dabei auch eine
elektrische Kompensation der Messchaltung um storende Artefakte. In Abbildung
3-1 sind die einzelnen Schritte zusammen mit den typischen Messignalen sowie

einem elektrischen Ersatzschaltbild der jeweiligen Konfiguration dargestellt:

1. Im ersten Schritt wird die Glaselektrode (ab hier kurz Pipette genannt) mit
intrazelluldrer Losung gefiillt, mit einem leichten Uberdruck' versehen, in die
extrazelluldre Badlésung eingetaucht und schliefilich in unmittelbare Ndhe der
Zelle gebracht (Abbildung 3-1 A1l). Ein elektrischer Stromkreis zwischen
Pipettenéffnung und Badlésung entsteht. Bei Anlegen eines schwachen
Spannungspulses von wenigen mV zwischen Pipette und Bad wird ein zur
Pulshohe proportionaler Strom (Abbildung 3-1 B1) tiber den Innenwiderstand der

Pipette R, .. (Abbildung 3-1 C1) beobachtet. Der Stromfluss tiber die

Pipette

Pipettenkapazitiat C, . ist dagegen vernachldssigbar klein. Das gemessene

Pipette

Stromsignal ist allerdings um einen Offsetanteil gegeniiber der Nullinie

verschoben. Die Spannung U, resultiert im wesentlichen aus der

Offset
elektrochemischen Potentialdifferenz zwischen den chlorierten Siberdrahten und
den extrazelluldaren und intrazelluldren Elektrolytlosungen sowie aus
unkompensierten Offsetkomponenten des Messverstdrkers. Beide Effekte
konnen in guter Ndherung tiber die gesamte Messzeit als konstant angenommen
werden. Sie werden daher einmalig elektronisch kompensiert’. Nach

erfolgreicher Kompensation verlduft der gemessene Strom entlang der Nullinie

(Abbildung 3-1 B1).

' So wird durch ausstrémende intarzelluldre Lésung eine Verschmutzung der Pipettenéffnung beim Eintauchen
in die extrazelluldre Badlosung verhindert.

?Je nach Zusammensetzung der intarzelluliren und extrazelluliren Loésungen, muss nach Eréffnen der
Zellmembran manuell eine weitere Offsetkorrektur vorgenommen werden, um die in der automatischen
Kompensation enthaltene Kontaktspannung zwischen intra- und extrazelluldrer Losung wieder zu entfernen
[Neher, 1992]. Der Kontakt der beiden Losungen wird in der endgtiltigen Messkonfiguration ndmlich durch
die Zellmembran unterbrochen. Entsprechende Tabellenwerte fiir die Korrektur konnen der Literatur
entnommen werden [Schulze, 1999]. Bei den durchgefiihrten Messungen wurde entsprechend der
verwendeten Losungen ein Korrekturwert von -10 mV berticksichtigt.
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2. Im zweiten Schritt wird die Pipette bis an die Zellmembran herangefiihrt
(Abbildung 3-1 A2), und es wird der zuvor angelegte Uberdruck aus der Pipette
abgelassen. Es bildet sich ein dichter Kontakt zwischen Pipetten6ffnung und
Zellmembran. War die Abdichtung erfolgreich, so bildet sich ein
Abdichtwiderstand R,, ,,, von mehreren Gigaohm (Gigaseal) und der Stromfluss
(Abbildung 3-1 B2) verschwindet fast vollstandig. Lediglich der kapazitive Lade-

und Entladestrom tiiber die Pipettenkapazitdt C, . wird weiterhin beobachtet

Pipette

(Abbildung 3-1 B3). Dieser wird nun ebenfalls elektronisch kompensiert’, bis der

gemessene Strom nicht mehr von der Nullinie abweicht.

3. Im letzten Schritt wird durch kontrolliertes Anlegen von Unterdruck’ an die
Pipette die Zellmembran geoffnet. Eine leitende Verbindung zum Zellinneren ist
hergestellt (Abbildung 3-1 A3). Der Ersatzschaltkreis dieser Konfiguration
(Abbildung 3-1 C3) umfasst nun auch den in Serie zum Pipettenwiderstand

liegenden Zugangswiderstand R, und alle Membraneigenschaften der

Zugang

untersuchten Zelle: Die Kapazitit der Zellmembran C

der Zelle U

das Ruhepotential

Membran 7

den festen Leckwiderstand der Membran R sowie eine

Membran / Membran

variable Widerstandskomponente R welche sich aus der Leitfahigkeit der

Kanal /

schaltbaren Ionenkanéle in der Zellmembran zusammensetzt. Der

Abdichtwiderstand R ist gestrichelt gezeichnet, da er aufgrund seiner Grofle

Abdicht

gegeniiber den anderen Komponenten vernachldssigt werden kann. Betrachtet
man wieder den gemessenen Strom als Antwort auf einen schwachen Spannungs-
Testpuls (Abbildung 3-1 B3), so erkennt man den Stromfluss durch die
hinzugekommenen Ohm'schen und kapazitiven Komponenten im Messignal. In
zwei weiteren Kompensationsschritten ist es moglich, zuerst den Stromfluss

R und der

Pipette / ~ “Zugang

durch das RC-Glied aus den Zugangswiderstinden R

Membrankapazitit C aus dem Messignal zu eliminieren, und anschiefiend

Membran

auch den Einfluss des Leckwiderstandes R

Membran

zu kompensieren. Stellt man die

Messpannung des Patch-Clamp Verstdrkers nun auch noch exakt auf die

® Siehe hierzu Punkt 3.2.1.

* Dies geschieht durch leichtes Saugen an einem mit der Pipette verbundenem Silikonschlauch.
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Membranspannung ein, so verschwindet der Stromfluss wieder vollstandig

(Abbildung 3-1 B3).

Die Whole-Cell Konfiguration ist nun vollstandig hergestellt. Durch Anlegen
gezielter Stimulationspulse, ist es jetzt moglich, das elektrische Verhalten der
Ionenkanile in der Zellmembran als Anderung der Leitfdhigkeit der Komponente

R ZUu messen.

Kanal

Um die aufwendigen Kompensationsschritte des Messverfahrens tiberpriifen zu
konnen, wurde ein Testschaltkreis mit bekannten elektronischen Komponenten
verwendet. Der Testschaltkreis simuliert die in Abbildung 3-2 A dargestellte
Konfiguration einer Zelle in Badlosung, welche in Whole-Cell Konfiguration mit

einer Pipette kontaktiert wird.

Abbildung 3-2 B zeigt ein Photo des Bauteils. Es wird {iber einen BNC-Stecker an

Testschaltkreis - einzelne Zelle

(A) Beschriebenes System (B) Bauteil
- passive Zelle
- keine lonenkanale
- kein Membranpotential

Pipette

(C) Schaltplan

5.1 MQ

» Modi
- 1: Pipette im Bad
- 2: Pipette an Zelle (Gigaseal)
- 3: Zelle gedffnet

0.5 GQ

-

Abbildung 3-2

Testschaltkreis zur Uberpriifung des Kompensationsverfahrens des Patch-Clamp Verstérkers.
(A) Schematische Darstellung des beschriebenen Systems aus Pipette, Zelle und Badlosung.
(B)  Photographie des Bauteils.

(C)  Schaltplan.
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den Eingang des Patch-Clamp Verstdrkers angeschlossen. Eine Verbindung zur

Masse des Verstdarkers wird mit einer zusdtzlichen Erdungsleitung hergestellt.

Mit dem Schalter auf der Gehduseoberseite kann der in Abbildung 3-2 C gezeigte

Schaltplan zwischen drei Konfigurationen umgeschaltet werden:

1. "Pipette im Bad" (C,,,. = 6 PF, R;,,. = 10 MQ)
2. "Gigaseal" (C,,,. = 6 pF)
3. "Zelle gedffnet”
(CPipette = 6 pF’ RZugang = 5’6 MQ’ CMembran = 22 pF’ RMembran = 0’5 GQ)

Referenzmessungen haben ergeben, dass bei der Signalkompensation des
Patch-Clamp Verstarkers alle Komponenten des Testschaltkreises mit einer

Genauigkeit von besser als 1 % bestimmt werden.
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3.2 Voltage-Clamp und Current-Clamp Messverfahren

Mit einem Patch-Clamp Verstarker lassen sich zwei unterschiedliche
Messschaltungen zur Untersuchung der elektrischen Membraneigenschaften von
Zellen realisieren. Im Voltage-Clamp Modus (kurz VC-Modus) wird die Spannung
tiber der Zellmembran vom Patch-Clamp Verstarker fest vorgegeben und
gleichzeitig der Strom durch die Membran gemessen (Abbildung 3-3 A). Im Current-
Clamp Modus (kurz CC-Modus) ist die Membranspannung die Messgrofie und der
Strom wird gezielt kontrolliert (Abbildung 3-3 B). Beide Messverfahren sind fiir die
Charakterisierung der elektrophysiologischen Eigenschaften neuronaler Zellen von

Nutzen:

— Der VC-Modus wird verwendet, um gezielt die Starke von Ionenstrémen iiber die
Zellmembran bei fest vorgegebenen Membranspannungen zu untersuchen.
Anhand des zeitlichen Verlaufs des gemessenen Stromsignals, konnen Beitrdge
spezifischer Jonenkandle im Signal identifiziert werden. Im dargestellten Beispiel
in Abbildung 3-3 A wurde ein primaér isoliertes Neuron aus dem Hirnstamm
eines Rattenembryos, ausgehend von einer Haltespannung von -50 mV, mit
Spannungspulsen von 1: 420 mV, 2: +50 mV und 3: +100 mV stimuliert.

Wie in Kapitel 2 bereits theoretisch beschrieben, tritt bei schwacher
Depolarisation mit +20 mV zunéchst nur ein negativer, in die Zelle gerichteter
Stromfluss von Na'-Ionen auf, welcher schnell abklingt. Bei starker
Depolarisation mit +100 mV dominiert hingegen ein positiver, auswarts
gerichteter Strom von K'-Ionen. Dieser klingt, anders als der Na'-Strom, nicht
durch Inhibition der Kanéle ab sondern bleibt iiber die gesamte Dauer des
Depolarisationspulses bestehen.

Anhand des gemessenen Stromsignals ist es folglich mdglich, Riickschlusse auf

Typ und Haufigkeit bestimmter Ionenkanéle in der Zellmembran zu ziehen.
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Voltage-Clamp und Current-Clamp Modus

A) Voltage-Clamp (VC B) Current-Clamp (CC

(A) g p (VC) U (B) p (CC) Y1)
Mess- * Kontrolle der Spannung * Kontrolle des Stroms U
verfahren * Messen des Stroms l * Messen der Spannung
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Abbildung 3-3
Patch-Clamp Messungen im Voltage-Clamp und Current-Clamp Modus.
(A) Voltage-Clamp (VC).
(B)  Current-Clamp (CC).
— Der CC-Modus greift idealerweise garnicht in die elektrophysiologische
Eigendynamik der Zelle ein. Das Membranpotential der Zelle kann sich frei

bewegen. In dieser Konfiguration werden spontane Aktionspotentiale oder

postsynaptisch induzierte Potentialdanderungen detektiert. Depolarisiert man im

CC-Modus die Zelle von aussen durch einen einwirts gerichteten, positiven
Strompuls, so wird ein Aktionspotential ausgelost.

Die Aufnahme des Aktionspotentials in Abbildung 3-3 B, erfolgte nach

Umschalten aus dem VC-Modus in den CC-Modus am gleichen Neuron wie die

Messung im VC-Modus in Abbildung 3-3 A. Der angelegte Strompuls von

+100 pA depolarisiert zundchst langsam die Zellmembran durch Aufladen der

Membrankapazitat, bis bei Erreichen eines Schwellenwerts von -25 mV die

Na'-Kanéle 6ffnen und sich ein Aktionspotential ausbildet.

Im VC-Modus arbeitet der Patch-Clamp Verstarker als Spannungsquelle, im CC-

Modus als Stromquelle. Fiir eine moglichst genaue Messung muss das Verhalten
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a Komparator:
bt=—" " X = (a-b)*e

Voltage-Clamp Schaltung EX Addierer:

X = atb+c

a Subtrahierer:
b X x=ab

. . 2 Kompen- 3 Messung / 4 Signal-
1 Stimulation > sation > U-I-Wandlung > bereinigung

(A) Eingang ) Stimulations- Offset-
C>spannung Z spannung \®

R

(B) Signal-

verarbei-

tung

(6) (@)

(C) Fehler-

sation schaltkreis
(D) Ausgang Spannungs- \é Strom- \

monitor

monitor

Abbildung 3-4

Blockschaltbild des Patch-Clamp Verstarkers im Voltage-Clamp Modus.

(A) Signaleingang.

(B) Signalverstarkung und -verarbeitung.

(C) Fehlerkompensation des Messignals um kapazitive und Ohm'sche Storgrofsen.
(D) Ausgabe der Signale.

des Messverstarkers dabei dem einer idealen Spannungsquelle (mit Innenwiderstand
Null), bzw. einer idealen Stromquelle (mit Innenwiderstand unendlich) entsprechen.
Beide Anforderungen in einer einzigen Verstdrkerschaltung zu realisieren ist nicht
trivial und nur durch den Einsatz spezieller Operationsverstirker hoher Giite’

moglich.

3.2.1 Signalverarbeitung und Kompensation - Voltage-Clamp
In Abbildung 3-4 ist der Schaltplan des in dieser Arbeit verwendeten Patch-Clamp
Verstarkers (EPC-9/3, HEKA Elektronik) fiir den Betrieb im VC-Modus als

Blockschaltbild dargestellt. In der Beschreibung werden im Folgenden vier Ebenen

® Moglichst grofe Differenzverstirkung (> 10) bei gleichzeitig maximaler Unterdriickung unerwiinschter
Gleichtaktverstirkung (< 107).



3.2 Voltage-Clamp und Current-Clamp Messverfahren 3-11

A bis D des Signalflusses, und vier Schritte 1 bis 4 der Signalverarbeitung

unterschieden.

Die Eingangssignale des Verstarkers aus Ebene A (Abbildung 3-4 A) werden in
Ebene B (Abbildung 3-4 B) verarbeitet. Die Fehlerkompensation, beispielsweise um
die kapazitive Storgrofie der Zellmembran, erfolgt in Ebene C (Abbildung 3-4 C) und
wird in die Ebene B der Signalverarbeitung zuriickgekoppelt. In Ebene D
(Abbildung 3-4 D) werden die Messignale Membranspannung und Membranstrom

tiber die Anschliisse von Spannungs- und Strommonitor ausgegeben.

Das Prinzip der Signalverarbeitung wird wie folgt entlang der Schritte 1 bis 4 unter
Zuhilfenahme der eingezeichneten Messpunkte beschrieben. Mit U, wird dabei die
Spannung am Messpunkt i bezeichnet. I bezeichne den in Pfeilrichtung flieSenden

Strom:

1. Das Stimulationssignal U, und die Haltespannung U, . aus Ebene A werden in

Stim Halte

Ebene B im Addierer 1 addiert. Die Summe der Signale U, = U, + U_ . wird an

Stim Halte
den Spannungsmonitor in Ebene D ausgegeben und gleichzeitig an den zweiten
Addierverstarker als Vorgabewert der einzustellenden Membranspannung

weitergegeben.

2. Durch Addition von Korrekturspannungen zum Vorgabewert U, , berticksichtigt
der Addierer 2 Korrekturen fiir messtechnisch bedingte Signalfehler. Er bildet

die Summe aus der in Ebene A eingestellten Offsetspannung U, dem

Offset /
Vorgabewert fiir die Membranspannung U, sowie einer Korrekturspannung U,

(siehe Punkt3.2.2): U,=U,_,,+ U, + U,.

Offset

3. Herzstiick der gesamten Verstarkerschaltung ist der als Strom-Spannungs-
Wandler betriebene Operationsverstarker 3. Sein Arbeitspunkt wird iiber die
Spannung U, an seinem nicht-invertierenden Eingang kontrolliert. Durch die
Riickkopplung des Ausgangs liber Widerstand R an den invertierten
Signaleingang, liegen beide Eingénge des Verstarkers immer auf dem gleichem
Potential. Es gilt daher U, = U,. Somit folgt mit U, das Potential der Patch-
Clamp Pipette in Ebene A immer der vorgegebenen Spannung U, . Wenn

Spannungsverluste in der Pipette durch in Schritt 2 addierte
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Kompensationsignale ausgeglichen werden, folgt das Potential in der Zelle exakt
dem in Schritt 1 vorgegebenen Stimulationssignal U, .

Flief3t bei einer vorgegebenen Spannung U, nun ein Strom L, aus oder in die Zelle,
so wird dieser iiber den Referenzwiderstand R zu Punkt 4 geleitet. Dadurch
kommt es zu einem dem Strom proportionalen Sannungsabfall iiber R

(AU =R *I,). Damit das durch die Schaltung vorgegebene Gleichgewicht beider
Eingdnge des Operationsverstarkers nicht verletzt wird, regelt dieser seine
Ausgangsspannung U, soweit nach, bis beide Eingédnge wieder auf gleichem
Potential liegen. Der volle Spannungsabfall an R schldgt sich dadurch als
Potentialdanderung U, an Punkt 4 nieder. Der Stom I, wird mit der beschriebenen
Schaltung also in ein zu I, proportionales Spannungssignal U, verwandelt.

Proportionalitdtskonstante ist der Widerstandswert von R .

Ohne weitere Bearbeitung ist dem Stromsignal R * I, in der Spannung U, noch die
Spannung U, iiberlagert. Es gilt U, = U, + R*I,. Um die eigentliche Messgrofe
R * I, zu isolieren, wird in Subtrahierer 4 U, von U, abgezogen. Das bereinigte
Signal U, = R * I, ist dann dem gesuchten Messwert I, direkt proportional und
wird am Stommonitor in Ebene D ausgegeben. Weitere Signalkorrekturen (siehe
Punkt 3.2.2) fliefSen tiber U, am dritten Eingang des Subtrahierers 4 in das

Ergebnis ein.

Wie zuvor bereits angemerkt, arbeitet der Operationsverstéarker in Schritt 3 aus Sicht

der Zelle im VC-Modus wie eine Spannungsquelle. Nur wenn diese

Spannungsquelle einen idealen Innenwiderstand von Null Ohm aufweist weicht die

Spannung an der Pipette auch bei starken Strémen I, durch die Zellmembran nicht

vom vorgegebenen Wert U, ab. Dieses ideale Verhalten ist mit realen Bauteilen nur

annahernd zu erreichen.

Die effektive Impedanz Z der Spannungsquelle kann man anhand der Grofie des

Referenzwiderstandes sowie der Spannungsverstarkung g des verwendeten

Operationsverstédrkers 3 berechnen. Per Definition gilt fiir die Impedanz Z eines

elektronischen Bauteils:

z

— U

T Gleichung 3-1
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Angewendet auf die hier verwendete Schaltung folgt daraus:

_dU,
Y Gleichung 3-2

3 lu,=const.

Z

Durch Anwendung grundlegender Rechenregeln fiir Schaltungen mit
Operationsverstarkern [Tietze, 1993] sowie der Kirchhoff'schen Gesetze kann man

weiterhin folgende Beziehungen aufstellen:

U,
gy =-— au, e Gleichung 3-3
al; = U,
,=—
Ry, =const. Gleichung 3-4

Einsetzen von Gleichung 3-3 und Gleichung 3-4 in Gleichung 3-2 fithrt zum

gewiinschen Ergebnis:

,_R
ay Gleichung 3-5
Z = Impedanz der Spannungsquelle [Ohm].
R = Referenzwiderstand im Riickkopplungszweig [Ohm].
g, = Spannungsverstirkung des Operationsverstirkers [1].

Nimmt man fiir den Referenzwiderstand’ der Schaltung R = 500 MQ an [Beckers,
1993] sowie fiir die Spannungsverstirkung’ einen typischen Wert von g, = 10’
[Tietze, 1993], so resultiert eine Impedanz von Z = 50 Q. Berticksichtigt man, dass
der Zugangswiderstand von Patch-Pipette zu Zell-Cytoplasma im Bereich

einiger MQ liegt, so kann man den Messverstdrker als eine ideale Spannungsquelle

betrachten.

3.2.2 Signalkorrektur

Der Korrekturschaltkreis 5 in Ebene C dient dazu, einerseits Verluste in der
Zuleitung zur Zelle durch entsprechende Signaliiberh6hung auszugleichen,
andererseits das Messignal von unerwiinschten Storeinfliissen zu befreien. Wie in

Punkt 3.1 beschrieben, werden bei den einzelnen Schritten zur Whole-Cell

° Eine exakte Angabe des Widerstandswertes ist in den Herstellerangaben nicht enthalten.

" Der Typ des verwendeten Operationsverstirkers ist in den Herstellerangaben nicht offengelegt.
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Konfiguration mehrere Kompensationsschritte durchgefiihrt. Diese
Kompensationsschritte legen das elektrische Verhalten des

Kompensationsschaltkreises fest.

So wird beispielsweise ein Spannungsabfall iiber dem Zugangswiderstand der
Pipette zur Zelle durch entsprechende Uberhéhung des Stimulationspulses mit
einem Faktor o (Korrektursignal U, = U, * o)) ausgeglichen.

Die Kompensation der kapazitiven Verluste in Pipette und Zellmembran erfolgt auf
Basis des gemessenen Stromsignals U, auf @hnlichem Wege. Allerdings ist fiir diese
Effekte nur eine Kompensation bis zu ~95 % mdoglich, da es sonst wegen der
Phasenverschiebung an den kapazitiven Schaltungskomponenten zu einer
Oszillation des Verstirkers kommt. Eine Ubersteuerung des Operationsverstirkers 3

kann die Korrektur allerdings auch schon deutlich unterhalb von 95 % begrenzen.

Die Entfernung der kapazitiven Stromspitzen sowie des Leckstroms aus dem
Messignal erfolgt tiber Spannung U, . Die entsprechenden, erwarteten Storsignale
werden auf Basis der Stimulationsspannung U, im Korrekturschaltkreis gebildet und

als U, in Subtrahierer 4 vom Messignal abgezogen.

3.2.3 Signalverarbeitung und Kompensation - Current-Clamp

Der Schaltplan des Patch-Clamp Verstarkers fiir den Betrieb im CC-Modus ist in
Abbildung 3-5 als Blockschaltbild dargestellt. Gegeniiber der Schaltung zur Voltage-
Clamp Messung in Abbildung 3-4 gibt es in diesem Modus fiinf statt vier Schritte der
Signalverarbeitung. Es ist ein zusatzlicher Operationsverstarker 1 (dunkelgrau
hervorgehoben) in den Schaltplan hinzugekommen. Dafiir ist der

Stimulationsschaltkreis um eine Stelle nach links an Position 0 gertickt.

Alle Schaltungskomponenten der Schritte 2 bis 4 sind unverdndert geblieben und
haben weiterhin die gleiche Funktion. Schritt 0 entspricht dem vorigen Schritt 1.

Diese Schritte werden daher nicht weiter erlautert.
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a Komparator:
bt=—" " x = (a-b)*e

Current-Clamp Schaltung E Addierer:

X
X = atb+c

a b Subtrahierer:
b *x=ab

0 Stimulation> 1 Strom- > 2 Kompen- >3 Messung / >4 Slgnalbe->

vergleich sation U-I-Wandlung reinigung

(A) Eingang /(;) Stimulations- Offset-
strom Z spannung \®

(B) Signal-
verarbei- Gegenkopplung
tung
(6) @)
(C) Fehler-
kompen- 5 Korrektur-
sation schaltkreis
(D) Ausgang Spannungs- Strom-
monitor

monitor

Abbildung 3-5

Blockschaltbild des Patch-Clamp Verstirkers im Current-Clamp Modus.

(A) Signaleingang.

(B)  Signalverstarkung und -verarbeitung.

(C) Fehlerkompensation des Messignals um kapazitive und Ohm'sche Storgrofsen.
(D)  Ausgabe der Signale.

Die grundsétzlich verschiedene Funktionsweise des Schaltkreises beruht einzig auf
dem hinzugekommenen Operationsverstarker 1. An den invertierenden Eingang
dieses Bauteils wurde das Ergebnis der Strommessung U, zuriickgekoppelt. Der
Operationsverstédrker 1 arbeitet als Komparator. Er vergleicht U, mit dem an seinem
nicht-invertierenden Eingang anliegenden Signal U, . Das Signal U, erhélt damit die
Bedeutung eines Stroms. Die Stimulationssignale der Eingangsebene A bekommen

damit die Bedeutung eines Stimulations- und eines Haltestroms.

Die Riickkopplungsschleife bewirkt, dass sich am Ausgang des Komparators 1
gerade eine solche Spannung U, einstellt, dass der mit U, gemessene Strom 1, in die
Zelle exakt dem vorgegebenen Stromsignal U, entspricht. Andert sich das Potential
U, der Zelle, so bewirkt die erzwungene Konstanz des Stroms I, , dass diese

Potentialanderung im Verhaltnis 1:1 auch von der Spannung U, beschrieben wird.
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Das zum Spannungsmonitor gefiihrte Messignal U, entspricht folglich wie

gewiinscht dem Potential der Zellmembran U, .

Die Schaltung aus den Operationsverstérkern® 1 und 3 bildet eine kontrollierte
Stromquelle fiir die Zelle an Punkt 3. Wie zuvor im VC-Modus fiir die
Spannungsquelle durchgefiihrt, macht es Sinn auch an dieser Stelle die Impedanz der
Stromquelle zu berechnen. Nur wenn die Stromquelle einen unendlich grofien
Innenwiderstand aufweist, entspricht der Strom in die Zelle I, auch tatsdchlich dem

eingestellten Wert.

Die effektive Impedanz Z der Stromquelle kann man auch fiir den CC-Modus
anhand der GrofSe des Referenzwiderstandes sowie der Spannungsverstarkung g,
der verwendeten Operationsverstdarker 1 und 3 berechnen. Innerhalb der Schaltung

gelten die Beziehungen’:

oU,=0U, =-g,0U 5|UD=C0nst 10, —cons Gleichung 3-6
oU, -dU, =9U 5|U7=C0nst Gleichung 3-7
oU, =g,(0U, -0dU,) Gleichung 3-8
oU, =dU, +Rdl, Gleichung 3-9

Kombination von Gleichung 3-6 mit Gleichung 3-7 ergibt:

9y

U, =—
Jdu -1

U, Gleichung 3-10

U, =const /Ug=const /U, =const

Einsetzen dieses Ergebnisses in Gleichung 3-8 liefert:

2_
U, =—— =95y,
du —9u +1

Gleichung 3-11

U =const /Ug=const /U, =const

® Die Addierer und Subtrahierer 3 und 5 schleifen das Messignal unverandert mit dem Skalierungsfaktor 1 durch
und kénnen daher bei der Analyse der Schaltungsfunktion vernachlassigt werden.

* Der Einfluss des Korrekturschaltkreises 5 wird fiir die Betrachtung vernachlassigt. U, und U, werden als
konstant angenommen.
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Ersetzt man dU, in Gleichung 3-9 durch Gleichung 3-11, so kann man nach der

gesuchtem Impedanz auflosen:

oU
Z= B = R(gﬁ ~9u +1) Gleichung 3-12
3
Z = Impedanz der Spannungsquelle [Ohm].
R = Refrenzwiderstand im Riickkopplungszweig [Ohm].
g, = Spannungsverstirkung des Operationsverstirkers [1].

Wegen g, >> 1 kann man schlieflich vereinfacht schreiben:

Z=9g,R Gleichung 3-13

Die Impedanz der Stromquelle entspricht also dem Referenzwiderstand R der
Schaltung, skaliert mit dem Quradrat der Spannungsverstarkung g, . Bei

R =500 MQ [Beckers, 1993] und g, = 10 [Tietze, 1993], liegt die Impedanz um den
Faktor g’, = 10" iiber dem typischen Leckwiderstand einer Zellmembran (~500 MQ).

Man kann daher in sehr guter Ndherung von einer idealen Stromquelle ausgehen.

Ein Vergleich der Impedanzen von VC-Modus (Gleichung 3-5) und CC-Modus
(Gleichung 3-13) ergibt, dass diese iiber den Widerstandswert R miteinander
gekoppelt sind. Vergrofiert man den Referenzwiderstand R, um fiir den Betrieb im
CC-Modus eine "idealere" Stromquelle mit grofierem Innenwiderstand zu erhalten,
so resultiert gleichzeitig ein schlechteres Verhalten der Schaltung fiir den Betrieb im
VC-Modus; der Innenwiderstand der Spannungsquelle im VC-Modus vergrofsert
sich. Eine Steigerung der Verstarkerqualitdt in beiden Messmodi ist nur durch
Verwendung von Operationsverstarkern mit grofierer Spannungsverstarkung g, zu
erzielen. Die maximale Grofie des Parameters g, eines Operationsverstarkers
unterliegt jedoch technischen und physikalischen Grenzen". Entscheidend fiir die
messtechnische Qualitdt des Patch-Clamp Verstérkers ist eine ausgewogene, exakt
abgestimmte Dimensionierung der Operationsverstdrker 1 und 3 sowie des

Referenzwiderstands R.

" Kommerziell erhéltlich sind Operationsverstirker mit einer Differenzspannungsverstirkung bis g ~ 10°.
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3.3 Versuchsaufbau

Fiir die praktische Durchfiihrung der elektrophysiologischen Messungen sowie fiir
Mikroskopieaufnahmen im Phasenkontrast- und Fluoreszenzmodus, wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein Patch-Clamp Messplatz aufgebaut. Das System setzt sich
zusammen aus einem Fluoreszenzmikroskop, Mikromanipulatoren zur Steuerung
der Patch-Pipetten, einem Videosystem zur Bilderfassung sowie einem
computergesteuerten dreifachen Patch-Clamp Verstarker.

Die Fertigung von Mikropipetten fiir die Messungen erfolgte in einem separat

aufgestellten Pipettenpuller.

3.3.1 Dreifach Patch-Clamp Aufbau

Der Messaufbau gliedert sich in zwei Zweige:
— einen elektrischen Zweig (Abbildung 3-6 A, linke Seite) und
— einen optischen Zweig (Abbildung 3-6 A, rechte Seite).

Im elektrischen Messzweig befinden sich alle Komponenten fiir die Durchfiihrung
der Patch-Clamp Messungen. Dieser Zweig besteht aus dem Patch-Clamp

Verstarker 2 (EPC-9/3, Heka Elektronik), drei Messkopfen 3, und den zugehorigen
Mikromanipultoren 4 (Mini 25, Luigs&Neumann GmbH) inklusive Steuereinheit 5.

Der optische Messzweig setzt sich zusammen aus einer Framegrabber-Karte zur
Bilderfassung 6 (Meteor II, Matrox Electronic Systems GmbH), einer hochsensitiven
Farb-Videokamera 7 (Sony XC-333 P, Sony Deutschland GmbH) sowie dem
Mikroskop 8 (Olympus IX-50).

Die Messdaten beider Messzweige werden in einem gemeinsamen Messcomputer 1
(500 MHz Pentium IV mit 30 GB SCSI Festplatte und 256 MB RAM) verarbeitet,

gespeichert und ausgewertet.

Abbildung 3-6 B zeigt eine Photographie des Messaufbaus. Die einzelnen
Komponenten sind darin mit den Komponentennummern aus Abbildung 3-6 A

identifiziert. Zur Isolation der vibrationsempfindlichen Anordnung aus
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Messaufbau zur Patch-Clamp Messung

(A) Schematische Darstellung (B) Technische Realisierung

Datenerfassung

=

Bildverarbeitung

(1) Computer

) (6)
Patch-Clamp Videobild-
Verstarker Digitalisierkarte

(3) Messkopf

(9) Basisplatte

(10) Marmorplatte

Abbildung 3-6

Gesamtansicht des Messaufbaus zur dreifach Patch-Clamp Messung.
(A)  Schematische Darstellung.

(B)  Photographie des Messaufbaus.

Patch-Pipetten und Zellsubstrat von Gebaudeschwingungen, sind Mikroskop und
Mikromanipulatoren auf einer luftgefederten Basisplatte (9) festgeschraubt.
Zusétzlich steht der Aufbau auf einer schwingungsisolierten Marmorplatte (10) mit

einem Eigengewicht von ca. 200 kg.

Die elektrische und optische Vermessung der Zellsubstrate erfolgt auf dem optischen
Verschiebetisch des Mikroskops im Zentrum des Aufbaus. Abbildung 3-7 zeigt eine

Detailansicht dieses Bereichs.

Auf dem Verschiebetisch ist ein speziell angefertigter, kontrolliert beheizbarer
Substrathalter 7 montiert. Dieser ermdglicht eine passgenaue Fixierung von
Zellkultur-Petrischalen mit 3 cm Durchmesser 6 (627 102, Greiner Labortechnik). Vor
Einsetzen eines Zellsubstrats in den Halter wird dieser mit einem Tropfen Wasser
(ca. 0,1 ml) angefeuchtet, um die Warmeleitung zwischen Halter und Substrat zu

erhchen. Die Temperatur des extrazelluldren Mediums in der Petrischale kann dann
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Patch-Clamp Messkopf und Substrathalter

(A) Schematische Darstellung (B) Technische Realisierung

|:||:> Zum Patch-Clamp

Verstarker

(2) Druckschlauch

(3) Pipettenhalter

(5) Glaspipette gefillt

(4) Chlorierter mit Salzlésung

Silberdraht zur
Kontaktierung 9

(6) Petrischale mit
extrazellularem
Patch-Medium

Abbildung 3-7

Patch-Clamp Messaufbau in Substratnihe.

(A)  Schematische Darstellung der Komponenten.
(B)  Photos von der technischen Realisierung.

tiber einen elektronischen Regelkreis auf + 0,25 °C konstant gehalten werden

(gemessen bei einer Raumtemperatur im Bereich von 18 °C bis 24 °C).

Damit optische Messungen am Zellsubstrat moglich sind, wurde in die Mitte des
Substrathalters eine Offnung mit 1 cm Durchmesser eingefréast und ein spezielles,
ringformiges Heizelement darum herum angeordnet. Der Substrathalter 7 ist aus
Metall gefertigt, um eine Abschirmung des Substrats gegeniiber der Einstreuung

elektrischer Storsignale zu erzielen.

Die Patch-Clamp Messungen erfolgen iiber drei unabhingige Messkopfe, jeweils
bestehend aus Vorverstérker 1, Pipettenhalter 3 und Glaspipette 5. Der elektrische
Kontakt zwischen der Verstarkerschaltung und den Elektrolytldsungen in
Glaspipette 5 und Petrischale 6 wird tiber chlorierte Silberdrdhte 4 hergestellt. Die

Kontrolle des Pipetten-Innendrucks wiahrend der Messung wie unter Punkt 3.1
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beschrieben, erfolgt durch den Druckschlauch 2, welcher von einem Stutzen am

Pipettenhalter 3 bis zum Mund" des Experimentators fiihrt.

3.3.2 Fertigung von Mikropipetten

Da ein Gigaseal zwischen Messpipette und Zellmembran nur mit einer vollkommen
sauberen Glaspipette moglich ist, muss fiir jede einzelne Patch-Clamp Messung
jeweils eine neue, unbenutzte Mikropipette angefertigt werden. Die Herstellung von
Mikropipetten ist daher ein zentraler Bestandteil der durchgefiihrten

elektrophysiologischen Messungen.

Zur Herstellung der Pipetten wurde ein Mikroprozessor gesteuerter Pipettenpuller

verwendet. Das Prinzip der Pipettenfertigung ist in Abbildung 3-8 A dargestellt:

1. Zuerst wird eine frische Glaskapillare 1 (1810016, Hilgenberg) in den
Pipettenpuller 2 (P-97, Sutter Instrument Company) eingespannt.

2. Erhitzen der Glaskapillare durch einen glithenden Wolframdraht 3 bringt das
Glas zum Schmelzen. Gleichzeitig wird die Kapillare mit kontrollierter Kraft an
beiden Enden symmetrisch auseinandergezogen. Der Querschnitt der Kapillare

verengt sich.

3. Nach mehreren Schmelzschritten reisst die Kapillare schlieflich in zwei Halften

auseinander. Zwei Mikropipetten 4 entstehen.

Die Form und der Enddurchmesser der fertigen Mikropipetten wird {iber die
Parameter: Temperatur”, Zugkraft und Zuggeschwindigkeit kontrolliert. Der
resultierende Pipettenwiderstand hdngt zusitzlich von der Zusammensetzung der

intrazelluldren und extrazelluldren Patch-Clamp Losung ab.

Auch der Typ des verwendeten Glases beeinflusst die Eigenschaften der
Mikropipetten. Harte Gldser mit Schmelzpunkten tiber 900 °C haben geringere

Dielektrizitdtskonstanten und dadurch eine geringere Leitfadhigkeit im

" Mit Mund und Lunge ist der Mensch in der Lage sehr geringe Druckunterschiede im Bereich einiger mbar
gegeniiber der Umgebung aufzubauen und zu kontrollieren.

" Entscheidend ist die Temperaturdifferenz zum Schmelzpunkt des Glases. Die Bestimmung des
Schmelzpunktes ist durch Fahren einer Temperaturrampe moglich.
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Anfertigung von Mikropipetten fiir Patch-Clam p Messungen
{A) Pipettenziehen

Wi I

{1 Gla(skafpillare )
7

[21 Pipettenzieher

-+
(31 Wottam-
Heizdraht

"UI

|
DQ

(B} Pipettenfiillung (5] Spritze
(6] Fitter

Abbildung 3-8

Darstellung des Verfahrens zur Anfertigung und Befiillung von Mikropipetten.

(A) Pipetten mit einer Offnung < 1 um werden durch kontrolliertes Erhitzen und Ziehen in einem
Pipettenpuller aus Glaskapillaren gefertigt.

(B)  Unmittelbar vor der Patch-Clamp Messung erfolgt die Befiillung der Pipetten mit
intrazelluldrer Losung.

Hochfrequenzbereich. Sie zeichnen sich durch ein besonders geringes thermisches
Rauschen aus und werden daher insbesondere fiir Patch-Clamp Messungen an
einzelnen Ionenkanilen verwendet [Sakmann, 1995].

Bei Whole-Cell Messungen ist die Signalstarke jedoch auch bei weichen Glasern
hinreichend grof} gegeniiber dem thermischen Rauschen. Man verwendet fiir
Whole-Cell Messungen daher vorzugsweise Glaser mit Schmelzpunkten unter

800 °C. Der geringere Schmelzpunkt bewirkt rundere Abrisskanten an der
Pipettenspitze, dies wiederum verbessert die Ausbildung des Gigaseals bei der
Messung. Weiterhin wird durch die geringere Arbeitstemperatur der Wolframdraht
des Pipettenpullers geschont und bleibt iiber eine grofiere Zahl gefertigter Pipetten in

seinem thermischen Verhalten konstant.

Fiir die Versuche in dieser Arbeit wurden Mikropipetten bauchiger Form mit einem

Innendurchmesser der Spitze von ~1 pm aus weichem, bei ca. 785 °C schmelzendem
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Borosilikatglas angefertigt. Der Innenwiderstand der gefiillten Pipetten lag im

Bereich zwischen 5 und 10 MQ .

Die Fertigung der Pipetten kann schon einige Stunden vor der Messung erfolgen.
Eine ldngere Lagerung ist aufgrund der Gefahr der Verschmutzung durch

Staubpartikel nicht ratsam.

Ca. % Stunde vor Beginn einer elektrophysiologischen Messung wurde das
Kulturmedium des untersuchten Substrats durch extrazelluldre Patch-Clamp Losung
ersetzt. Die Mikropipetten wurden einzeln, jeweils unmittelbar vor der Montage im
Pipettenhalter, mit intrazelluldrer Patch-Clamp Losung gefiillt. Dies geschah wie in
Abbildung 3-8 B dargestellt, durch Fiillen der Pipette von hinten mit einer diinnen
Fiillkapillare 7 aus Kunstoff”. Die intrazelluldre Losung wurde mit Hilfe einer
Spritze 5 durch einen Mikrofilter 6 in die Fiillkapillare gepresst. Aufgabe des
Mikrofilters war es, grolere Partikel zuriickzuhalten, welche die Pipette verstopfen

konnen.

Die genauen Rezepturen der verwendeten intrazelluldren und extrazelluldaren Patch-

Clamp Losungen sind im Anhang angegeben.

¥ Fiillkapillaren wurden manuell durch Ausziehen einer Eppendorf Pipettenspitze in der Flamme eines
Bunsenbrenners gefertigt.

" Partikel kénnen sich insbesondere durch unvollstindig geldste Farbstoffe in der intrazelluliren Losung
befinden.
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4 Kontrolliertes Zellwachstum

Das Wachstum von Zellen auf kiinstlichen Oberfldchen in vitro kann durch
Aufbringen von haftungsvermittelnden Proteinen gezielt beeinflusst werden. Dies
gelingt umso besser, je grofier der Haftungs-Kontrast zwischen proteinbeschichteten
und freien Bereichen einer Oberfldche ist. Wird beispielsweise eine Schicht aus
Laminin (Protein der extrazellularen Matrix im Gehirn) auf einer Oberfldche aus
Polystyrol physisorbiert, so wird ein Anhaften von neuronalen Zellen nahezu
ausschliefllich in den mit Laminin bedeckten Bereichen beobachtet (Abbildung

4-1 A).

Zellwachstum auf unterschiedlich strukturierten Oberflachen

auf den mit Laminin
bedeckten Flachen.

der vorgegebenen Linien.

1 Struktur hergestellt durch Stempellibertrag von Laminin auf Polystyrol
2 Zellsystem: MzN Zellinie an Tag 4 nach neuronaler Ausdifferenzierung; Zelldichte jeweils 3500 Zellen/cm?

Oberflache Grad der Strukturierung
(A) Flachen (B) Linien (C) Linien mit Knoten
Dreicksflachen mit 500 ym Linien aus Laminin’, Linien mit Knoten aus
Kantenlange aus Laminin? 2 um breit Laminin’, 4 ym/ 20 ym

breit
Zell-
wachstum
100 um <V10 1 s1_b2> 100 um <V10_1_s11_b4>
Ergebnis Zellen? wachsen ungeordnet  Zellen? wachsen entlang Zellen? liegen in

regelmafigen Abstanden
auf den Knoten entlang
der vorgegebenen Linien.

Abbildung 4-1

Mit dem Grad der Oberfldchenstrukturierung steigt die Ordnung des beobacheten Zellwachstums.

(A) Dreiecksflaichen makroskopischer Ausdehnung: ungeordnetes Wachstum auf den mit Laminin
beschichteten Flachen.

(B)  Linienstruktur: Zellen ordnen sich entlang der 2pm breiten Linien an.

(C) Linien mit Knoten: Zellen setzen sich auf die 20 pm grofie Knotenpunkte, Neuriten wachsen
entlang der 4 pm breiten Linien.
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Geht man bei der Oberfldchenstrukturierung zu mikroskopischen Strukturen in der
Grofienordnung neuronaler Zellen von einigen um {iber, so bilden die anhaftenden
Neuronen die Strukturen nach. Dabei siedeln sich die Zellkérper bevorzugt in
Bereichen grofierer Strukturbreite (= 10 um) an. Neuriten wachsen auch entlang

engerer Pfade. (Abbildung 4-1 B, C).

Physisorbierte Mikrostrukturen von Proteinen wie Laminin auf zellabweisenden
Oberfldchen wie Polystyrol eignen sich daher dazu, neuronale Zellen definiert auf

einer Oberflache anzuordnen und mit Neuriten zu verbinden.

Ein geeignetes Verfahren fiir den Ubertrag von Proteinen auf eine kiinstliche
Substratoberfldche, basiert auf der Verwendung von strukturierten Stempeln
[Blawas, 1998]. Diese Technik wurde auch in dieser Arbeit eingesetzt und ist in

Punkt 4.2 beschrieben.

Andere Verfahren zur Herstellung strukturierter Substrate fiir die Steuerung
neuronalen Wachstums bedienen sich photolithographischer Methoden [Kleinfeld,
1988; Curtis, 1997], Laserabtragungstechniken [Corey, 1991; Dulcey, 1991; Stenger,
1992; Matsuzawa, 1996] sowie der Photoimmobilisierung [Clémence, 1995]. Neben
einer rein chemisch induzierten Steuerung neuronalen Wachstums durch
Wechselwirkung der Zellen mit Proteinen auf der Substratoberfldache, konnen

Neuronen auch durch topographische Strukturen gezielt beeinflusst werden

[Kleinfeld, 1988; Curtis, 1997].



4.1 Extrazelluldre Matrix und Laminin 4-3

4.1 Extrazellulare Matrix und Laminin

Wihrend der embryonalen Entwicklung des Nervensystems werden unzéhlige
Verbindungen von Nervenzellen untereinander, zu Muskelzellen, und zu
Sinneszellen gekniipft. Im Gehirn selbst baut jedes einzelne Neuron Verbindungen
zu fast allen Nachbarzellen im Umbkreis einiger Millimeter auf [Hebb, 1949]. Ein

komplexes Netzwerk verschalteter Nervenzellen entsteht.

Seit Ende der 80 Jahre ist klar, dass die Organisation bei der Erstellung dieses
komplexen Schaltplans nicht allein von intrinsischen, in den einzelnen Nervenzellen
selbst gespeicherten Informationen ausgeht sondern auch von aussen durch Vorgabe
von axonalen und dendritischen Wachstumspfaden erfolgt. Ein Gertist aus
Molekiilen in der Umgebung der wachsenden Nervenzellen, die sog. extrazellulédre
Matrix (ECM), wurde als zentraler Faktor bei dieser Steuerung des neuronalen
Wachstums identifiziert [Sanes, 1983]. Der Kontakt von Nervenzellen mit Proteinen
der extrazelluldren Matrix beeinflusst die neuronale Entwicklung, axonales und

dendritisches Wachstum sowie die Entstehung synaptischer Verbindungen.

Erste Beobachtungen einer Priaferenz von axonalem Wachstum entlang bevorzugter
Pfade wurden bereits 1928 gemacht [Ramon y Cajal, 1928]. In den Experimenten
von P. Letourneau im Jahre 1975 [Letourneau, 1975] zeigte sich eine selektive axonale
und dendritische Beeinflussung neuronalen Wachstums: Axone bevorzugten bei
Angebot von Pfaden aus verschiedenen Substanzen den Untergrund mit der
starkeren Haftung. Diese Beobachtung lenkte den Fokus von einer rein
mechanischen, undifferenzierten Steuerung neuronalen Wachstums auf eine
selektive chemische Wechselwirkungen zwischen Zelle und Umgebung. Die
Produktion der chemisch aktiven Substanzen, der sog. Wachstumsfaktoren, erfolgt
in Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Neuronen [Collins, 1980; Berg,

1984; Collins, 1984].

Folgt man den Ergebnissen dieser Veroffentlichungen, so wird das Wachstum von
Neuriten in der embryonalen Entwicklung des Nervensystems von extrazelluldren

Substanzen gelenkt, welche von benachbarten Zellen bereitgestellt werden. Die
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spezifischen, fiir die Wachstumssteuerung verantwortlichen Proteine in diesen
Substanzen wurden von zahlreichen Autoren mit drei Analysemethoden
identifiziert: Bekannte chemische Bestandteile der ECM wurden auf ihre Fahigkeit,
Neuritenwachstum zu stimulieren getestet; wachstumsférdernde Kulturmedien
wurden auf ihre chemischen Wirkkomponenten hin untersucht; und die 6rtliche
Verteilung entsprechender Substanzen im Organismus wurde dokumentiert. Die
Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen fiihren insgesamt zu dem Schluss,
dass das Protein Laminin eine Schliisselfunktion in der Stimulation neuronalen

Wachstums hat.
Im Detail liegen diesem Schluss folgende Einzelergebnisse zugrunde:

1. Neurone einer Vielzahl von Tierarten zeigten Neuritenwachstum auf Substraten
welche mit reinem Laminin beschichtet sind [Baron-Van Evercooren, 1982;
Lander, 1983; Manthorpe, 1983; Rogers, 1983, Wewer, 1983; Edgar, 1984;
Faivre-Bauman, 1984; Liesi, 1984; Adler, 1985; Davis, 1985, Hammarback, 1985;
Hopkins, 1985; Unsicker, 1985; Unsicker, 1985b; Engvall, 1986, Hammarback,
1986]. Bei einem direkten Vergleich von Laminin mit anderen ECM
Komponenten wie Kollagenen, Proteoglykanen und Fibronektin erwies sich
Laminin jeweils als tiberlegene Wachstumsgrundlage [Gundersen, 1987;
Gundersen, 1987b]. Ausserdem zeigen bestimmte Neuronentypen nur auf
Laminin Neuritenwachstum, nicht aber auf Fibronektin oder Kollagen [Rogers,
1983]. Weiterhin ist einzig Laminin in der Lage konditionierte Kulturmedien
(zumindest bedingt und zeitweise) zu ersetzen: Zellen die gewdhnlich auf
neuronale Wachstumsfaktoren (NGF) im Kulturmedium angewiesen sind,
tiberleben kurze Zeit auf lamininbehandelten Oberfldchen auch in NGF-freiem

Medium [Baron-Van Evercooren, 1982; Edgar, 1984].

2. Laminin wurde als zentrales, aktives Molekiil in den ECM Substanzen zahlreicher
ECM erzeugender Zellen identifiziert.
Laminin kommt dabei in einem engen aber nicht kovalenten Heparansulfat-
Proteoglykankomplex und manchmal in einem Chondroitinsulfat-
Proteoglykankomplex sowie in einem nicht kollagenen Glykoprotein der ECM,

Entarkin, vor. Eingehende Untersuchungen legen nahe, dass nahezu
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ausschliefilich Laminin fiir die wachstumsférdernde Wirkung des Komplexes auf
Neuriten verantwortlich ist [Lander, 1982; Davis, 1985; Lander, 1985; Lander,
1985b; Davis, 1987].

3. Mittels Antikorperfarbungen in vivo wurde Laminin entlang zentraler axonaler
Wachstumspfade identifiziert: An den Innervationspunkten neuro-muskulérer
Verbindungen [Chiu, 1984] sowie entlang spinaler Axone [Rogers, 1986; Riggot,
1987].

Bei einer Verletzung der Nervenbahn degenerieren die durchtrennten Axone.
Schwann'sche Zellen, welche die Axone zuvor ummantelt haben tiberleben
jedoch. Nachwachsende Axone tasten sich entlang der mit Laminin bedeckten
Innenseite der Schwann'schen Zellen [Scherer, 1984]. Aber selbst wenn die
Schwann Zellen durch Kélteeinwirkung abgetttet wurden, findet ein
Nachwachsen von Axonen entlang des immer noch an der Zelloberfldche

vorhandenen Laminins statt [Ide, 1983].

Auch die ECM Komponenten Fibronektin, Kollagen I und Kollagen IV férdern
nachweislich das Neuritenwachstums. Jedoch ist der bei Laminin beobachtete
Einfluss auf neuronales Wachstum deutlicher und klar reproduzierbar. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde daher ausschliefflich Laminin zur Strukturierung von

Zellsubstraten eingesetzt.

Es wurde primér isoliertes Laminin (1243217, Roche Diagnostics GmbH) mit einem
Molekulargewicht von 600-900 kD verwendet. Die Tertidrstruktur dieser nattirlichen
Form des Proteins Laminin besteht aus 3 Polypeptidketten, einer o und zwei 3
Ketten, mit jeweils ca. 1000 Aminosduren. Die drei Untereinheiten sind miteinander
tiber Cystein-basierte Disulfidbriicken verknitipft [Stetefeld, 1996]. Laminin zeigt
eine sehr gute Loslichkeit in Wasser. Dies ist auf die grofie Anzahl an Lysinen (ca. 52
Stiick je Kette) innerhalb des Proteins zuriickzufiihren. In Abbildung 4-2 A ist die

Tertidrstruktur einer der drei Lamininketten abgebildet.
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Laminin und extrazellulare Matrix

(A) Tertiarstruktur einer einzelnen Kette (B) Anbindung von Zellen an die ECM
des Proteins Laminin

Hyaluronsiure

_Protecglykane Kollagen
- A

Abbildung 4-2

Das ECM Protein Laminin als Ankerpunkt fiir Integrine der Zellmembran.

(A) Tertidrstruktur einer der drei Ketten des Laminins. Doméanen mit o-Helix (Zylinder in der
Darstellung) sowie -Faltblitter (Pfeile in der Darstellung) sind in der Struktur enthalten.
Abbildung entnommen aus [Stetefeld, 1996].

(B)  Schematische Darstellung der Verankerung einer Zelle an Proteinen der extrazelluldren
Matrix (hier Fibronektin). Integrine durchspannen die Phospholipidmembran der Zelle und

stellen so eine Verbindung zwischen Actinfilamenten des Zell-Cytoskeletts und Proteinen
der ECM her. Abbildung entnommen aus [Munk, 2000].

Die Wechselwirkung von Laminin mit neuronalen Zellen erfolgt iiber Ankerproteine,
die sog. Integrine. Diese durchspannen als Transmembranproteine die
Phospholipidmembran der Zelle. Auf der Cytoplasmischen Seite sind sie tiber ihre
B-Untereinheit fest mit einzelnen Actinfilamenten des Cytoskeletts der Zelle
verbunden. Extrazelluldr binden sie mit o- und B-Untereinheit an Laminin,
Fibronektin, oder andere Proteine der extrazelluliren Matrix an (siehe Abbildung

4-2 B).
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4.2 Strukturierung mit Mikrostempeln

Eine Strukturierung von Oberfldchen im pm Bereich mit Proteinen der ECM ist
grundsétzlich {iber verschiedene technische Verfahren zu realisieren. Besonders
geeignet sind photolithographische Methoden, Laser-Abtragung sowie
Strukturierung mit Mikrostempeln.

Bei photolithographischen Methoden wird durch strukturierte Abdeckung der
Substratoberfldche mit Photolack und chemischer Modifikation der freien Bereiche
eine Ortlich lokalisierte Anbindung des ECM Molekiils erzielt [Corey, 1996].

Bei der Anwendung von Laserabtragungstechniken wird eine zundchst homogen
aufgebrachte Schicht aus reaktiven chemischen Ankergruppen fiir die spatere
Anbindung des ECM Molekiils aus ungewtiinschten Bereichen entfernt [Corey, 1996;
Stenger, 1998].

Bei Strukturierung mit Mikrostempeln iibertragt man das ECM Molekiil,
physisorbiert an der Oberfldche eines Polymerstempels, direkt aus wissriger Losung
auf das Substrat [Bernard, 1998; Chen, 1998; James, 1998; Branch, 2000]. Diese

Methode bietet drei wesentliche Vorteile gegeniiber den ersten zwei Verfahren:

1. Einfachheit: Nach Fertigung des Mikrostempels ist fiir die Herstellung von

Substraten kein aufwendiges technisches Gerat mehr erforderlich.

2. Keine Storfaktoren: Die Substratoberflache wird weder chemisch noch

physikalisch beeinflusst.

3. Ubertragbarkeit: Die Strukturierung kann ohne Anderung des Versuchsablaufs
mit unterschiedlichen ECM Molekiilen und auf beliebigen, ebenen

Substratoberflachen erfolgen.

Defizite der Methode liegen in der begrenzten Prazision, bedingt durch mégliche
Fehlstellen im Stempel und Deformation der Struktur sowie in der 6rtlich
unvollstindigen Ubertragung bei Kontaktinsuffizienzen. Bei ausreichend grofier
Dimensionierung der Strukturausdehnung (1 cm? Strukturierte Fldche gegentiber
Elementarstrukturen von 50 bis 100 pm Lange) sind Fehlstellen im Stempeliibertrag

aufgrund der hohen lateralen Redundanz jedoch vernachléssigbar. Es kénnen in
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diesem Fall innerhalb eines Stempelabdrucks immer Bereiche mit intaktem

Stempeliibertrag fiir Experimente gefunden werden.

Zur Herstellung strukturierter ECM Substrate wurde in dieser Arbeit daher

ausschliefilich mit Mikrostempeln gearbeitet.

4.2.1 Stempelfertigung

Die Herstellung eines Mikrostempels umfasst drei Prozessschritte: Zuerst werden
die gewiinschten Strukturen in einem Grafiksystem (Autocad 2.0, Autodesk, Inc.) im
Mafsstab 1:1 gezeichnet (Strukturentwurf: Abbildung 4-3 A). Im zweiten Schritt wird
eine photolithographische Maske gefertigt und diese in Photolack belichtet. Nach
der Entwicklung sind die Strukturen als Topographie in den Photolack eingepragt
(Photolithographie: Abbildung 4-3 B). Im letzten Schritt wird durch Ausgiefien der

Photolackstrukturen mit fliissigem Polymer und anschliefendem Aushérten des

Herstellung von Mikrostempeln @ 2@ >0 >
Prozess-
schritt (A) Strukturentwurf > (B) Photolithographie > (C) Abformung
Arbeits- * Design geeigneter * Fertigung einer Chrom * Ausgiellen der Strukturen
ablauf Elementarstrukturen Maske mit dem mit unvernetztem Polymer
Elektronenstrahl-
* Vervielfaltigung der schreiber ¢ Harten im Ofen
Elementarstrukturen zu
1 cm? grofRen Flachen * Belacken von ¢ Abldsen strukturierter
Glaswafern Polymerstempel
* Regelmaflige Anordnung
auf einer 7" Scheibe * Photostrukturierung
(Waferformat)
Darstellung CAD-Design Strukturen im Photolack  Strukturiertes Polymer

(Lichtmikroskopie mit DIC) (REM Aufnahme)

* ===
; * =
s -|- -|- | gt [ et
XXl L) e e
<991103_No27.dib> % AR AN

+ 4!’!“

EX X} i i K
++ % 4
£ 4 - .

e i
<991103_No3.dib> <R0574b 01 t|f>

<Maske_Gesamt.tif>

3cm 200 ym 100 pm

Abbildung 4-3

Ein Mikrostempel wird in drei Prozessschritten hergestellt.

(A) Strukturentwurf im Grafiksystem

(B)  Photolithographische Ubertragung der Strukturen in Photolack
(C)  Abformung von Polymerstempeln an den Photolackstrukturen
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Kunstoffs im Ofen ein Stempel mit erhabenen Strukturen abgeformt (Abformung:

Abbildung 4-3 C).

Je nach Anwendung wurden Stempel dreier unterschiedlicher Bauformen eingesetzt.
Im Folgenden ist der Herstellungsprozess fiir den Grundtyp eines Polymerstempels
aus 100 % PDMS (Polydimethylsiloxan) beschrieben. Die Herstellung zweier
weiterer Bauformen in Glas-PDMS-Hybridbauweise, speziell zur Strukturierung von
extrazelluldren Sensorchips entwickelt, weicht hiervon im letzten Schritt ab. Dies

wird spéter diskutiert.

4211  Strukturentwurf

Insgesamt 37 verschiedene Einzelstrukturen' wurden entworfen, um den Einfluss
von Grofie und Form einer Mikrostruktur auf das neuronale Zellwachstum zu
untersuchen. Dabei sind grundlegende Ergebnisse bereits veroffentlichter Arbeiten

berticksichtigt worden.

Der Entwurf der Stempelstrukturen in Prozessschritt A, Abbildung 4-3 A, erfolgte in
drei Teilschritten A1, A2 und A3:

(A1) Zeichnen der Elementarstruktur’: Durch Angabe einer Serie von
Ortskoordinaten (X,/Y,) wurden alle Elemente der Elementarstruktur als
geschlossene Kurvenziige erzeugt; z.B. eine 2 pm dicke und 100 pm lange
Linie als Kurvenzug mit vier Eckpunkten (0/0)=>(2/0), (2/0)=>(2/100),
(2/100)=>(0/100), (0/100)>(0/0). Alle Elementarstrukturen wurden auf einer
Grundflache von 1000 x 1000 pm? erstellt.

(A2) Vervielfdltigung der Elementarstruktur: Durch 10-fache Vervielfdltigung der
Elementarstruktur in X- und Y-Richtung wurden 1 cm? grof3e, strukturierte

Quadrate erzeugt.

(A3) Anordnung auf dem Wafer: Im letzten Schritt wurden die fertigen Quadrate

mit jeweils 5 mm Zwischenraum regelméfiig auf der Oberfldche einer 5"

" In Kapitel 4.4 sind die eingesetzten Strukturen und deren Wirkung im Detail beschrieben.

? Es wurde jeweils die kleinste, sich regelméBig wiederholende Einheit der zu erstellenden Struktur als
Elementarstruktur gewéahlt. Also beispielsweise fiir ein Gitter aus 2 pm dicken Linien im Abstand von 50 pm
ein Quadrat mit 48 pm Kantenldnge, welches sich alle 50 pm in X- und Y-Richtung wiederholt.
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Kreisflaiche angeordnet und in den Zwischenrdumen mit Markierungskreuzen

versehen.

Eine abschlieBende Uberpriifung des Layouts erfolgte lokal durch Ausdruck
vergrofierter Ausschnitte aus den einzelnen strukturierten Bereichen sowie global in

der Gesamtansicht. Diese ist in Abbildung 4-3 A dargestellts.

4.2.1.2 Photolithographie

Um aus den fertig gezeichneten Strukturen ein reales topographisches Relief zur
Stempelabformung herzustellen (im Folgenden als Strukturmaske bezeichnet),
wurde die Technik der Photolithographie eingesetzt. Hierbei wird durch partielle
Belichtung einer photosensitiven Schicht (Photolack) eine chemische Reaktion in den
belichteten Bereichen ausgeltst. Diese hat zur Folge, dass sich nach Entwicklung in
einem Entwicklungsbad die Lackschicht an den belichteten Stellen 16st und an den

unbelichteten auf der Oberflache haften bleibt".

Aufgrund der physikalischen Beugung des Lichts muss fiir die Abbildung von
Strukturen in der Groflenordnung weniger Mikrometer eine Lichtquelle im
ultravioletten Wellenldngenbereich eingesetzt werden. Ein geeigneter, in diesem
Wellenldangenbereich hinreichend intransparenter Werkstoff fiir die Fertigung der
Maske ist Chrom. Das Tragermaterial der Maske besteht aus Quarzglas um eine
ausreichende Transmission der UV-Strahlung zu gewdhrleisten. Die Herstellung von
Chrommasken erfolgt mit einem in der Halbleiter- und Mikrostrukturtechnik
etablierten Verfahren, dem Elektronenstrahlschreiben. Dabei wird mit Hilfe eines
Elektronenstrahls Chrom von der Oberfldche einer zuvor homogen mit Chrom
bedampften Quarzglasscheibe verdampft. Der Elektronenstrahl wird dazu, von
einem Computer gesteuert, durch elektromagnetische Ablenkung gezielt tiber die
Oberflache gefiihrt und zeichnet so die gewiinschte Struktur in die Maske. Es
entsteht ein Transmissionsmuster an der Maskenoberfliche. Zur Herstellung einer

solchen Chrom-Quarzglas-Maske wurde der im CAD-System erstellte

’ Die in der Abbildung nur unvollstindige Darstellung der meisten strukturierten Quadrate als Kreuze ist auf
den fiir diese Darstellung nicht ausreichenden Speicherplatz des verwendten Rechners zurtickzufiihren.

*In diesem Fall spricht man von einem Negativ-Lack; bleiben hingegen die belichteten Bereiche erhalten, so wird
der Photolack als Positiv-Lack bezeichet.
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Strukturentwurf mit einem Konvertierungsprogramm in Steuercodes fiir den

Elektronenstrahlschreiber iibersetzt und anschliefSend mit diesem in die

Chromschicht der Maske tibertragen.

Die Strukturen der Maske wurden nun in drei Teilschritten B1, B2 und B3 in

Photolack iibertragen:

(B1)

(B2)

Im ersten Schritt wurde ein Glaswafer (0,6 mm dicke Glasscheibe im
Durchmesser von 5", MEMC Electronic Materials, Deutschland) im sog. Spin-
Coating Verfahren mit einer 12,5 ym dicken Photolackschicht belackt. Dazu
wurde ein definiert grofier Tropfen von AZ 4562 (Positiv Photolack, Clariant
GmbH, Deutschland) auf das Zentrum des Glaswafers aufgebracht, der
Glaswafer in schnelle Rotation versetzt und dabei der Photolack durch die
radial wirkende Zentrifugalkraft gleichmafSig zu einer Schicht homogener
Dicke auseinandergetrieben (Belacken: Abbildung 4-4 B1). Durch
anschlieflendes Ausheizen des belackten Glaswafers fiir 60 s bei 110 °C auf

einer Heizplatte, "Soft bake", wurde die Lackschicht getrocknet.

Im néchsten Schritt erfolgte die eigentliche Photostrukturierung. Die Chrom-
Quarzglas-Maske wurde in einer UV-Belichtungsmaschine (MA-25, Karl Stiss
GmbH) auf die belackte Oberfldche des Wafers gepresst (Kontaktbelichtung).
In dieser Anordnung erfolgte die Belichtung mit einer Energie von 30 mJ/cm?
(Abbildung 4-4 B2). Nach Entwicklung des Photolacks fiir 30 s im
Entwicklerbad (AZ 726 MIS, Clariant) und Abspiilen aller 16slichen Lackreste
mit Milli-Q erschien die belichtete Struktur als Topographie in den Lack
eingepragt. Zur Festigung des Lacks und zur Glattung der Strukturkanten
erfolgte eine abschliefende Warmebehandlung ,"Hard bake", bei 110 °C fiir
90 Minuten.
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Photolithographische Herstellung von Strukturmasken (A 2@ €
Teil- i
schritt (B1) Belacken (B2) EB::\IAZTI::glg > (B3) Lagerung >
Arbeits- * Glaswafer auf * Einspannen von Wafer * Zersagen des Wafers in
ablauf Rotationsplatte ansaugen und Chrommaske in ein einzelne Strukturmasken
Belichtungssystem (B3a)

* Applikation eines
Photolacktropfens (B1a) ¢ Belichten (B2a) * Lagerung in
Kunstoffbehéltern (B3b)
* Verteilen des Tropfens ¢ Entwickeln und Spiilen
durch Rotation (B1b)
* Thermisches Nachharten
* Trocknen des Photolacks auf einer Heizplatte

Darstellung B1a B2a

= O

B1b

3cm

Abbildung 4-4

Durch photolithographische Strukturierung einer Schicht aus Photolack wird in drei Schritten ein
topographisches Relief (Strukturmaske) fiir die Abformung von Mikrostempeln hergestellt.

(B1) Belacken des Glaswafers.

(B2) Belichten mit UV Strahlung.

(B3) Zuschneiden und Lagern der fertigen Strukturmasken.

(B3) Im letzten Schritt wurden die einzelnen strukturierten Bereiche auf dem Wafer
entlang der zu diesem Zweck im CAD-Entwurf angebrachten
Markierungskreuze mit einer Wafersiage auseinandergesiagt und in 24-Well-
Platten (Falcon 3047, Becton Dickinson & Company) eingeordnet (Abbildung
4-4 B3).

4213 Abformung

Zur Abformung gebrauchsfertiger Stempel von den Strukturmasken wurde der
Polymerwerkstoff Polydimethylsiloxan (PDMS; Sylgard 182, Dow Corning)
verwendet. Dieser Werkstoff ist transparent, wahrend der Verarbeitung fliissig und

nach dem Aushérten gummiartig fest. Das Aushédrten des PDMS erfolgt durch



4.2 Strukturierung mit Mikrostempeln 4-13

Beimischung eines Harters im Gewichtsverhéltnis 1:10 und anschliefendem Erhitzen

im Ofen’.

Schwierig bei der Abformung ist insbesondere das Ablosen des geharteten PDMS
von der Strukturmaske. Sind PDMS und Strukturmaske verklebt, so wird die
Strukturmaske beim Abldsevorgang beschdadigt. Dies kann wirksam verhindert
werden, wenn die Strukturmaske vor Aufbringen des fliissigen PDMS einige
Minuten mit einem Detergens benetzt wird. Hierzu wurde eine Losung von 200 mM
Natriumdodecylsulfat (SDS; SDS 71729, Fluka) in destilliertem Wasser verwendet.
Die an der Oberfliache von Stempel und Strukturmaske verbleibenden Seifenreste
konnen durch Spiilen mit destilliertem Wasser und Reinigen im Ultraschallbad
vollstandig entfernt werden.

Eine weitere Schwierigkeit bei der Abformung liegt in der geringen
Hitzebestandigkeit des Photolacks. Es ist daher erforderlich das Aushérten auf der
Strukturmaske bei einer Temperatur unter 70 °C durchzufiihren. Um eine
vollstandige Hartung des PDMS dennoch zu gewéhrleisten, wurden alle
abgeformten Stempel nach Ablosen der Strukturmaske einem zweiten Harteschritt
bei 110 °C unterworfen. Werden diese beiden Vorsichtsmassnahmen zum Schutz der
Strukturmasken beachtet, so konnen diese mehrfach wiederverwendet werden. Von
einzelnen Strukturmasken wurden bis zu 6 Abformungen ohne erkennbare

Beschddigung durchgefiihrt.
Im Folgenden sind die einzelnen Schritte der Abformung als Anleitung beschrieben:

1. Anmischen von gebrauchsfertigem PDMS aus Rohmasse und Harter im
Gewichtsverhiltnis 10:1. Entgasen des fertigen Gemischs unter Vakuum bis
optisch keine Blasenbildung mehr erkennbar ist’, zur Vermeidung spéterer

Blasenbildung durch im Werkstoff eingeschlossene Luft.

® 24 Stunden bei 60°C, 2 Stunden bei 100°C

® Erfahrungsgemaf ist Evakuieren fiir ca. 1 Stunde ausreichend.
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Stempelabformung (B >E e
Teil-
schritt (C1) Aufbau Gusswerkze@ (C2) PDMS Ausguss > (C3) Stempelentnahme>
Arbeits- * Auswahl einer * AusgielRen der Form mit  * Entfernen der
ablauf Strukturmaske (C1a)’ PDMS (C2a) Metallscheibe und Ablésen
der Strukturmaske (C3a)
* Aufsetzen eines * Ausharten des PDMS bei
Kunstoffzylinders auf die 60°C flir 24h (C2b)? ¢ Aufschneiden des
Strukturmaske (C1b) Kunstoffzylinders und
Herauslosen des fertigen
* Beschweren des Stempels (C3b)

Kunstoffzylinders mit einer
Metallscheibe (C1c)

Darstellung

1cm

' Die Strukturmaske wird vor der Abformung mit einem Detergens (SDS) benetzt, dies erleichtert das spatere Ablosen
2 Durch AusgieRen und Ausharten in zwei Stufen kann eine Beschriftung in den Stempel eingegossen werden

Abbildung 4-5

Die Abformung eines Mikrostempels von einer Strukturmaske geschieht mit Hilfe eines speziellen
Gusswerkzeugs.

(C1) Aufbau des Gusswerkzeugs.

(C2) Ausgiefien der Gussform mit PDMS.

(C3) Entnahme des fertigen Stempels.

2. Auswahl der gewtinschten Stempelstruktur. Entnehmen der entsprechenden
Strukturmaske aus dem staubdichten Vorratsbehilter. Strukturmaske in eine
Petrischale legen und fiir ca. 15 Minuten an der strukturierten Oberfldche mit
einem Tropfen SDS benetzen. Mit Druckluft Tropfen wegblasen und die
Oberflache vollstandig trocknen.

3. Kunstoffzylinder als Gussform fiir den Ausguss mit PDMS auf der strukturierten
Oberflache der Strukturmaske anordnen: 1,5 ml Eppendorf R6hrchen
(0030.121.589, Eppendorf) am Boden aufschneiden und auf den Kopf stellen. Zur
erhohten Abdichtung zwischen Gussform und Strukturmaske die Eppendorf
Rohrchen mit Gewicht beschweren. Dazu eine 12 g schwere, im

Innendurchmesser exakt auf das Rohrchen passende Beilagscheibe aus Metall von
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oben auf das Rohrchen stecken. Die gesamte Anordnung jetzt mittig auf der

Strukturmaske plazieren (Abbildung 4-5 C1).

4. Die fertige Abgussform zur Hélfte mit PDMS auffiillen. Mit Hilfe einer 1 ml
Einweg-Spritze 0,5 ml des zdhfliissigen Werkstoffs von oben in die Gussform

tropfen (Abbildung 4-5 C2).

5. Ausharten des PDMS in der Gussform wahrend 24 h bei 60 °C auf einer
Heizplatte’.

6. Beschriftung des Stempels zur spéteren einfachen Identifizierung;:
Transparentfolie mit der Nummer der abgeformten Strukturmaske beschriften.
Transparentfolie zuschneiden, auf die ausgehértete erste PDMS-Schicht legen und

durch Zugabe von weiterem PDMS eingiefSen.

7. Aushérten der hinzugegebenen PDMS Masse; diesmal wéahrend 12 h bei 60 °C im
Ofen.

8. Herauslosen des fertigen Stempels aus der Gussform: Strukturmaske mit der
Hand vorsichtig an den Ecken anheben und vom Stempel 16sen. Die
Beilagscheibe von der Gussform abziehen. Die Kunstoffhiilse mit einem Skalpell
der Lange nach vom strukturierten Ende aus aufschneiden und den fertigen

Stempel herauspellen (Abbildung 4-5 C3).

9. Zur vollstindigen Aushdrtung des PDMS, den fertigen Stempel noch einmal bei
110 °C fiir eine Stunde in den Ofen legen.

Um das Verfahren zu beschleunigen, wurden jeweils sechs oder zwolf Stempel
gleichzeitig abgeformt. Dazu wurden je sechs Strukturmasken gleichméfsig im
Deckel einer Petrischale aus Glas verteilt, darauf die Gussformen gestellt und die

gesamte Anordnung wie ab Schritt 4 beschrieben behandelt.

’ Die Verwendung einer Heizplatte in diesem Schritt bewirkt durch den entstehenden Temperaturgradienten im
Stempel eine Erwarmung des PDMS zuerst am Boden der Gussform, also an der Grenzflache zur
Strukturmaske. Dadurch entweichen etwaige, beim AusgiefSen eingebrachte Luftblasen nach oben.
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4.2.2 Stempeliibertrag

Die fertigen Mikrostempel wurden bis zum Gebrauch trocken in staubdichten
Kunstoffgefdfien gelagert. 24 Stunden vor jedem Experiment wurden die bendtigten
Stempel aus den Gefdfien entnommen, 15 Minuten mit destilliertem Wasser bei 60 °C

im Ultraschallbad gereinigt und bis zum Experiment in destilliertem Wasser

Stempellibertrag

Teil-
schritt (A) Benetzen > (B) Trocknen > (C) Stempeliibertrag >
Arbeits- ¢ Stempel kopfliber * Stempeloberflaiche ¢ Stempel auf das Substrat
ablauf in eine wassrige in einem aufsetzen

Proteinlosung Stickstoffstrahl

tauchen abtrocknen ¢ Stempel 10 Sekunden

andriicken
* Benetzungszeit

> 30 Sekunden * Stempel wieder abheben

Darstellung Stempel Stempel Stempel Stempel

Ipipi iy Iy
Ll sioeor 44 Pt

m Substrat  Substrat  Substrat
<_L8sung =

Abbildung 4-6
Der eigentliche Stempeliibertrag von Proteinen auf ein Substrat erfolgt in drei Schritten.

(A) Benetzen des Stempels mit Proteinen.

(B)  Trocknen der Stempeloberfldche.

(C)  Aufbringen des Stempelabdrucks auf das Substrat.

aufbewahrt. Unmittelbar vor Beginn des Experiments erfolgte eine Desinfektion der
Stempeloberfliche durch einminiitiges Eintauchen in 70 % iges Ethanol und

abschlief3endes Trocknen im Stickstoffstrahl.

Der eigentliche Stempeliibertrag erfolgte wie in Abbildung 4-6 dargestellt, in drei
Schritten:
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1. Zunéchst wurde die Stempeloberfliche mit dem zu tibertragenden Protein
benetzt (Abbildung 4-6 A). Dazu wurden die Stempel jeweils fiir mindestens 30

8 . . . . o e . 9
Sekunden’ in eine wissrige Laminin-Losung getaucht .

2. Die angefeuchteten Stempel wurden dann mit einem 1,5 bar Stickstoffstrahl
vorsichtig getrocknet (Abbildung 4-6 B). Insbesondere wurde auf ein langsames
Eintrocknen an der Oberfldche geachtet, ein Wegblasen der aufgenommenen

Substanz von der Oberfliche wurde vermieden”.

3. Jetzt erfolgte der eigentliche Stempeliibertrag durch Aufsetzen und Andriicken
des Stempels auf die Substratoberfldche fiir ca. 10 Sekunden (Abbildung 4-6 C).

Mit einer Andruckkraft von 15 g/cm? wurden die besten Ergebnisse erzielt
(Abbildung 4-7 B). Wesentlich kleinere Kriéfte fiihrten zu Fehlstellen im
Stempeliibertrag (Abbildung 4-7 A). Grofiere Kréfte resultierten in einer
Deformation des Stempels, verbunden mit einer Verdnderung der iibertragenen
Struktur (Abbildung 4-7 C). Dieses Ergebnis fiir die optimale Grofie der
Andruckkraft ist in Ubereinstimmung mit fritheren Veroffentlichungen [Branch,

2000].

Zwischen den Stempeliibertragen einer Versuchsreihe wurden die Stempel nicht
gereinigt oder desinfiziert. Alle Arbeiten wurden im gefilterten Luftstrom einer
Sterilbank (HB 2436, Heraeus Instruments GmbH) ausgefiihrt. Dadurch war eine

Kontamination der Stempel und der Substrate mit Keimen ausgeschlossen.

® Bei Benetzungszeiten unter 30 Sekunden war ein deutlich schlechterer Stempeliibertrag zu beobachten.
’ 25 pg/ml (~0,25 pM) Laminin (1243217, Roche Diagnostics GmbH) in PBS Pufferlésung.

" Die Stempeloberfliche muss in jedem Fall vollstindig getrocknet sein. Bei unvollstandiger Trocknung
zurlickgebliebene Tropfen verteilen sich bei Aufsetzen des Stempels auf das Substrat durch Kapillarkréfte tiber
weite Bereiche der Struktur und verschmieren den Stempeliibertrag.
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Einfluss der Andruckkraft auf den Stempeliibertrag
2

Andruck- (A)F, < 5 g/mm? (B) 10 g/mm? < F, < 20 g/mm? (C) F4>35 g/mm

kraft F, Asv9

Struktur-

libertrag , 5 I

einer * Y e i . IS e

Gitter- ; ) 1 ]

struktur? B Tl b - s o

; : ! f
i e o i 1
B YT MR S . | |
I
a4y | . ]
¥ f - - '_,g\.— o (‘ —

e * , | -

_— <Abb5_ucp_20g.tif> <Abb5_ucp_50g.tif> <Abb5_ucp_100g.tif>

50 pm

Bewertung * UngleichmaRiger und ¢ GleichmaRiger ¢ Starke Deformation des

unvollstandiger Kontakt. Strukturiibertrag. Stempels.
* Nur Strukturfragmente * Prazise Abbildung der e Strukturen sind verzerrt?.
werden Ubertragen. Stempelstruktur.

' Die effektive Oberflache dieser Struktur betragt 588 um? je 5000 um? Stempelflache. Fir Stempel mit wesentlich kleineren
oder groReren effektiven Oberflachen muss die Andruckkraft im entsprechenden Verhéltnis angepasst werden.
2 Der Stempel wélbt sich aufgrund des hohen Drucks zwischen den einzelnen Strukturelementen zum Substrat durch. In
Bereichen groRer Strukturzwischenrdume kommt es zum Kontakt dieser Wolbung mit dem Substrat.

Abbildung 4-7

Die Andruckkraft beim Stempeliibertrag beeinflusst ganz wesentlich die Qualitdt des

Strukturiibertrags auf das Substrat.

(A) Beiunzureichendem Stempelandruck werden nur Fragmente der Struktur {ibertragen.

(B)  Ein vollstandiger, praziser Strukturiibertrag wird mit Kréften zwischen 10 und 15 g/cm?
erzielt.

(C)  Zu grofie Krifte fiihren, bedingt durch Verformung des Stempels, zu einer Verzerrung der
Struktur sowie zu Artefakten in den Strukturzwischenrdumen.

Nach Abschluss der Stempelarbeiten wurden die benutzten Stempel erneut wie oben
beschrieben im Ultraschallbad gereinigt, mit Stickstoff getrocknet und zuriick in die
Kunstoffgefafie gelegt. Die strukturierten Substrate wurden bis zur Aussaat der

Zellen bei +10 °C im Kiihlschrank gelagert.
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4.3 QOberflachenchemie fiir maximalen Kontrast

Eine Steuerung neuronalen Wachstums mit Strukturen aus Laminin ist nur dann
erfolgreich, wenn die Substratoberflache in den nicht mit Laminin beschichteten
Bereichen ausreichend zellabweisend ist. Bietet die unmodifizierte Oberfldche den
Zellen zuviel Halt, so siedeln sich Nervenzellen auch neben den Lamininstrukturen
an'. Die fiir die Haftung erforderlichen Proteine werden dabei von bestimmten
Zellen selbstdndig gebildet [Collins, 1980]. Entscheidend fiir den zellabweisenden
oder zellfreundlichen Charakter einer Oberfldche ist, wie gut bestimmte Proteine an
der Oberflache anhaften. Hydrophobe Oberfldchen wirken im allgemeinen
zellabweisend. Hydrophile Oberflachen hingegen begiinstigen die Zellhaftung
[Kleinfeld, 1988], ebenso wie Oberfldchen mit einer hohen Dichte an Aminogruppen

[Stenger, 1992].

Fiir elektrophysiologische Messungen an Nervenzellen gibt es keine technische
Einschrankung fiir das Material des Zellsubstrats. Es ist folglich ohne Schwierigkeit
moglich, direkt ein Basissubstrat aus einem geeignet hydrophoben Material, wie
beispielsweise Polystyrol, einzusetzen. Petrischalen aus Polystyrol sind kommerziell
erhéltlich. Die optische Transparenz von Polystyrol gestattet zudem eine
Beobachtung der Probe mit Durchsicht-Phasenkontrastmikroskopie.
Elektrophysiologische Untersuchungen wurden daher ausschliefilich an Nervenzell-

Netzwerken auf Substraten aus Polystyrol durchgefiihrt.

Andere Untersuchungsverfahren als die Patch-Clamp Technik hingegen, sind
unmittelbar an ein bestimmtes Substrat-Material gekoppelt. Um strukturierte
Netzwerke von Nervenzellen auch in diesem Fall an der Substratoberfldche erzeugen

zu konnen, ist eine chemische Modifikation der Oberflache erforderlich.

Sensorchips fiir die extrazelluldre Messung der Signale von Nervenzellen

beispielsweise, haben eine Oberfldche aus Siliziumoxid [Sprossler, 1997; Krause,

" Wie schwierig es im allgemeinen ist, den Bewuchs von Oberflachen wirksam zu unterbinden, wird anhand
eines ganz anderen Beispiels deutlich: Im Schiffbau werden auch heute noch hochgiftige, zinn- und bleihaltige
Farben fiir den Aufienanstrich von Schiffsriimpfen verwendet. Nur so kann ein tiberméafliger Bewuchs mit
Muscheln, etc. zumindest fiir einige Jahre vermieden werden.
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2000]. Eine Zielsetzung dieser Arbeit war es, Netzwerke von Nervenzellen auch
einer Messung mit solchen Sensoren zugénglich zu machen. Im Folgenden werden
zwei chemische Verfahren beschrieben, welche eine geeignete Modifikation von

Siliziumoberfldchen gestatten.

4.3.1 Beschichtung mit Polystyrol

In verschiedenen Experimenten wurden die Oberfldchen von Siliziumwafern mit
Polystyrol beschichtet. Die Beschichtung erfolgte im "Grafting-to-Verfahren"
[Prucker, 1995]. Dazu wurde zunéchst eine Monolage von Benzophenonsilan auf
Siliziumoxid immobilisiert. Die Kopplung des Polystyrol erfolgte anschlieffend in
einer Losung von Polystyrol (2,38 kg/mmol), gelost in Toluol, durch
Photoaktivierung fiir eine Dauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach Ablauf
der Reaktion wurde die Schichtdicke” des kovalent gebundenen Polymers zu ~10 nm

bestimmt.

Wurden diese Substrate mit Laminin strukturiert, so war ein ebenso hoher
Haftungskontrast der Zellen” zu beobachten wie auf Petri-Schalen aus reinem
Polystyrol. Die auf reinen Polystyrolsubstraten erzielten Ergebnisse strukturierten
neuronalen Wachstums konnen daher auf Siliziumoberflidchen tibertragen werden,

wenn eine Beschichtung der Oberflache mit Polystyrol erfolgt.

4.3.2 Kovalente Bindung von Laminin an Aktivester-Biirsten

Durch die Beschichtung von Siliziumoxid mit Polystyrol d&ndern sich die
physikalischen Eigenschaften der Oberflaiche dahingehend, dass sich die Oberfldche
ebenso hydrophob wie ein massives Substrat aus Polystyrol verhilt. Der Ubertrag

von Laminin auf diese Oberfldche erfolgt weiterhin durch Physisorption.

Man kann bei der Oberflachenmodifikation aber auch noch einen Schritt weitergehen
und reaktive Gruppen fiir eine kovalente Anbindung des tibertragenen Laminins an
der Oberfldche immobilisieren. Ein solches reaktives System hat gegenitiber der

Strukturierung durch physisorbiertes Laminin vor allem zwei Vorteile:

" Ellipsometrische Messung.

" Die Versuche wurden mit der Zellinie MzN durchgefiihrt.



4.3 Oberflachenchemie fiir maximalen Kontrast 4-21

1. Die Menge des iibertragenen Laminins kann kontrolliert werden und ist tiber die
gesamte Fldache des Stempelabdrucks weitgehend homogen. Spiilt man das
Substrat nach Abschluss der Reaktion zwischen Laminin und den reaktiven
Gruppen griindlich ab, so bleibt nur noch kovalent gebundenes Laminin an der
Oberflache zuriick. Dessen Menge ist korreliert mit der Anzahl freier
Bindungsstellen der urspriinglichen Oberflichenbeschichtung [Golze, 2001].

Bei einem Stempeliibertrag durch Physisorption hingegen ist eine solche
Kontrolle nicht moglich. Mehrere Faktoren bestimmen in diesem Fall die Menge
des tibertragenen Laminins: Die Lamininkonzentration im "Tintenfass"
beeinflusst die Menge adsorbierten Laminins auf der Stempeloberfldche. Die
tatsdchlich tibertragene Menge variiert mit den Oberfldcheneigenschaften von
Substrat und Stempel. Weiterhin kommt es zu Inhomogenitdten im
Stempeliibertrag und Abweichungen der iibertragenen Menge zwischen

verschiedenen Experimenten.

2. Der zweite Vorteil liegt in der grofseren Stabilitat der strukturierten Oberflache.
Diese bleibt iiber langere Zeit stabil und das Substrat ist insgesamt einfacher zu
handhaben. Kovalent angebundenes Laminin geht auch bei unkontrolliertem
Spiilen der Substratoberfliche mit Kulturmedium nicht in Lésung. Spiilt man
hingegen ein mit Laminin strukturiertes Polystyrolsubstrat vor der Zellaussaat, so
16sen sich im ungiinstigsten Fall weite Bereiche der Struktur von der Oberfldache

ab.

Diese Vorteile rechtfertigen den mit der Herstellung einer reaktiven Oberflache
verbundenen erhoéhten Aufwand. Auch fiir Patch-Clamp Messungen ist eine solche
Substratoberfldche attraktiv. Verwendet man in diesem Fall als Basissubstrat

Quarzglas, so ist weiterhin Durchlicht-Phasenkontrastmikroskopie moglich.

In den folgenden Abschnitten wird ein System mit einer speziellen reaktiven
Oberflache, synthetisiert auf Basis von Copolymerbiirsten aus N,N-
Dimethylacrylamid (DMAA) und einem C,Aktivester (C,AE) beschrieben. Dieses
System wurde ausgewdhlt, da es in anderem Kontext bereits erfolgreich fiir die
Immobilisierung von DNA an DNA-Chips erprobt wurde [Golze, 2001]. Es zeichnete

sich dabei gegeniiber Systemen mit nur einer Monolage aktiver Gruppen vor allem
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durch die erzielbare hohere Menge an gebundener DNA aus. Im Hinblick auf
neuronale Zellkulturen bietet das System insofern eine weitere interessante
Eigenschaft: Aufgrund der Dreidimensionalitdt der Copolymerbiirsten entsteht nach
Anbindung von Laminin an diese Struktur eine ebenfalls dreidimensionale
extrazelluldre Matrix. Das resultierende System ist den natiirlichen Gegebenheiten
im Organismus in dieser Beziehung also dhnlicher als andere Substrate auf Basis von

reaktiven Monolagen oder einfacher Physisorption.

4.3.21 Mechanismus von Polymerisation und Lamininbindung
In Abbildung 4-8 ist der verwendete Prozess zur Herstellung von Siliziumsubstraten

mit kovalent gebundenem Laminin beschrieben. Er umfasst vier Schritte A bis D.

Im ersten Schritt A erfolgt eine Aktivierung der Oberflache mit 25 % iger
Schwefelsdure bei 80 °C fiir 20 Minuten.

In Schritt B wird der Initiator fiir die spatere Polymerisation wahrend einer
15 stiindigen Reaktionszeit bei 20 °C unter Schutzgas an die aktivierte Oberfldche
angebunden. Die Reaktion erfolgt in Toluol und wird durch Triethylamin

katalysiert.

Schritt C umfasst die eigentliche Polymerisation; die Substrate werden hierzu in ein
Gemisch der Monomere DMAA und C,AE gelegt. Die Polymerisation erfolgt bei
60 °C wahrend 16 h in DMF. Durch anschlieflende Extraktion in CH,Cl, wird freies,

ungebundenes Polymer von der Oberflache gelost.

Im letzten Schritt D erfolgt die Strukturierung des Substrats mit Laminin. Nach
Ubertrag der Lamininstruktur muss das Substrat vor der Verwendung noch
mindestens 10 h bei 37 °C und geséttigter Luftfeuchte gelagert werden, um eine
vollstandige Reaktion aller aktiven Gruppen mit dem Laminin sicherzustellen (siehe

hierzu Punkt 4.3.2.2).
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Herstellung von Substraten mit kovalent gebundenem Laminin [} 7 3

(A) Oberfléichen->(B) Initiator- >(C) Polymeri- >(D) Bestempeln>

aktivierung reaktion sation mit Laminin

Chemi- *H,S0,, 25 % * Initiator (1) * Aktivester (C,AE) * Laminin (L)
kalien * Katalysator * Dimethylacrylamid

Triethylamin (K) (DMAA)
Losungs- *H,0 * Toluol * DMF * PBS
mittel * Extraktion in CH,CI,
Reaktions- . g0 °C, 20 Min. *20°C, Argon, 15h *60°C, 16 h * Mikrostempeln
bedin- * CAAE:DMAA = 1:4,  *37°C,100 %
gungen 1,5 mol/l () Luftfeuchte, 10 h

. * Si-O + H,0* * Si-OH + | > * Si-O-I' - 60 °C--> ¢ ..-CAE+L->
Reakdions: > Si-O-I" + HCI Si-O-I" + ["fei L -CAEL
Si-OH + H,0 *HCl + K --> * Si-O-I" + C,AE + DMAA
Cl + KH* —->

Si-O-I"-[C,AE] -[DMAA],,

Resultier- _
ende

[ Initiator (1)
Substrat- IJ:;Aktiviertes Siliziumoxid (Si-OH)

oberflache Siliziumoxid (SiO,)
Silizium (Si)

" Hohere Konzentrationen (z.B. 3.5 Mol/l) ergeben eine dickere AE-Schicht. Die Oberflachenrauhigkeit steigt aber ebenfalls.

Abbildung 4-8

Substrate zur kovalenten Bindung von Lamininstrukturen wurden auf Basis eines reaktiven
Copolymers hergestellt. Der Herstellungsprozess umfasst vier Schritte.

(A) Aktivierung der Siliziumoberfldche

(B)  Anbinden eines Initiators fiir die Polymerisation

(C) Polymerisation

(D) Kovalente Anbindung von Laminin

Das fertig strukturierte Substrat hat wie in Abbildung 4-8 unten dargestellt, am Ende
des Prozesses an seiner Oberfldche eine Schichtstruktur von 6 unterschiedlichen
Materialien. Auf dem Basismaterial Silizium (Schicht 1: Si) sitzt eine Oxidschicht
(Schicht 2: Si0O,). An der obersten Lage dieser Schicht wurden im
Aktivierungsschritt A freie OH-Gruppen erzeugt (Schicht 3: Si-OH). Darauf folgt der
Initiator (Schicht 4: I), das Copolymer (Schicht 5: CoPo) und schliefilich das Laminin
(Schicht 6: L).

Abbildung 4-9 und Abbildung 4-10 zeigen die Reaktionsschritte B, C und D auf
molekularer Ebene: Die Anbindung von symmetrisch aufgebauten
Initiatormolekiilen an die OH-Gruppen der aktivierten Oberfldche (Abbildung
4-9 B1) erfolgt unter Freisetzung von HCI. Der Katalysator Triethylamin ist

notwendig um dieses abzufangen und dadurch das Reaktionsgleichgewicht
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Reaktionsablauf - Oberflachenmodifikation )
(B) Der Initiator bindet an die (C) Nach thermischer Spaltung des Initiators
aktivierte Siliziumoberflache wachst ein statistisches Copolymer
(B1)  Freier Initiator gebunden an (C1) £
¢ Initiator Siliziumoberfliche [ o |
H,o—Si—CH, o C.AE H‘N/\/\/YO\"
H,C—Si—CH, HsC o
[o] o o
° I |
[¢] c
(o]
H,C CN
N“
NG NCH H.C cN
s N Startradikal
N
o NG CH, NC CH,
o
2_ o o
H;C—/Sl—CHJ o [o)
© o {
HJC—S\i—CHK H,C—Si-CH, H,C—$i—CH,
OH OH (IJH OH o OH CI) ?
|
—S8i—0—-Si—0-Si— —Si—O—éi—O—éi— —Si— —Si—
CH
(B2) (C2He, oH, —~ MM 0
- 7
TN N, oj\/ o-
N—[CH, —CH; 1, H—N"—[ CH,—CH, 1, CH, NM N
Triethylamin Triethylammoniumchlorid DMAA H C;AE o [o)

Abbildung 4-9

Details der Oberflachenmodifikation auf Molekularer Ebene.

(B)  Anbindung des Initiators.

(C)  Aufwachsen des statistischen Copolymers aus C_AE und DMAA

zugunsten der Produkte zu verschieben (Abbildung 4-9 B2). Durch die Erwdrmung

auf 60 °C in Reaktionsschritt C kommt es zur Spaltung des Initiators unter
Freisetzung von Stickstoff. Das Fragment des Initiators, welches nicht an die

Siliziumoberflache gebunden ist, geht dabei in Losung und bildet freies,

ungebundenes Polymer". Das an die Siliziumoberfliche gebundene Fragment des

Initiators hingegen bildet den Ankerpunkt fiir das Aufwachsen einer statistischen

Copolymerkette auf die Siliziumoberfliche. Die beiden Komponenten DMAA und

C,AE der Copolymerkette, dargestellt in Abbildung 4-9 C2, lagern sich dabei

beginnend beim freien radikalischen Ende des gebundenen Initiators in zufélliger

Reihenfolge zu einem statistischen Copolymer zusammen (Abbildung 4-9 C1).

¥ Aus diesem Grund wird die Substratoberfliche nach abgeschlossener Polymerisation mittels Extraktion in
CH,CI, von freiem, ungebundenem Polymer gesédubert.
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Reaktionsablauf - Kovalente Bindung von Laminin D D D

(D) Laminin bindet durch Reaktion mit dem Aktivester kovalent an die Oberflache an

£

I
NN
N ~

\
C:AE H~N/\/\/\'(

X

H—O—N
o
\N N N N Abgangsgruppe
H,C—Si—CH, / H,C —Si—CH,
(IJ H Laminin 6
1 1
—Si— —Si—
Copolymeroberfliche Laminin kovalent an
auf Silizium Copolymer gebunden

Abbildung 4-10
Das auf das Copolymer {ibertragene Laminin wird durch Reaktion mit dem C,AE kovalent an die
Oberflache angebunden.

Beide Komponenten DMAA und C,AE haben spezielle Eigenschaften, die in

Kombination gemeinsam das Verhalten des Copolymers bestimmen:

— Das DMAA verleiht der Copolymerbiirste die Eigenschaft der Quellbarkeit in
Wasser. Nur aufgrund dieser Eigenschaft sind tiefer unter der Oberflache
liegende C,AE-Gruppen spater fiir in Wasser geloste Reaktionspartner wie z.B.

Laminin zugénglich [Golze, 2001].

— Die reaktiven Komponenten der Copolymerbiirste werden durch die
Aktivestergruppen C,AE gebildet. In Abbildung 4-10 ist ihre Rolle bei der
kovalenten Anbindung von Laminin an das Substrat in Schritt D dargestellt. Eine
C,AE-Gruppe der Copolymerbiirste reagiert dabei mit einer Aminogruppe des
Laminins. Es wird eine kovalente Bindung zu einem Stickstoffatom des Laminins
gebildet. Bei dieser Reaktion spaltet sich eine Abgangsgruppe vom C,AE ab und
geht in Losung.
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Der relative Anteil von DMAA zu C,AE hat wesentlichen Einfluss auf die
Eigenschaften der Copolymeroberfldche. In den durchgefiihrten Versuchen haben
verschiedene Verhiltnisse von DMAA zu C,AE zu unterschiedlichen Ergebnissen in
der Zellkultur gefiihrt. Die besten Resultate wurden mit einem molaren
Mischungsverhéltnis der Monomere von C,AE : DMAA =1 : 3 erzielt (siehe

Punkt 4.3.2.3).

4.3.2.2 Kinetik der Reaktion mit Laminin und Schichtdickenmessung

Fiir eine quantitative Untersuchung des Systems ist es notwendig, nicht nur den
Reaktionsmechanismus zu kennen sondern auch die Lange und die quantitative
Zusammensetzung der an der Oberfldche verankerten Copolymerbiirsten
kontrollieren zu konnen. Hierzu sind geeignete Messverfahren zur Bestimmung der
entsprechenden Parameter erforderlich. Als Maf3 fiir die Lange kann die
Schichtdicke der resultierenden Copolymerschicht herangezogen werden. Diese lafit
sich z.B. durch Ellipsometrie ermitteln. Das Verhaltnis von DMAA zu C,AE im
Copolymer kann tiber IR-Spektroskopie bestimmt werden. Eine Bestimmung iiber
NMR-Methoden ist nicht moglich, da die charakteristischen Signale von C,AE und
DMAA sich tiberlagern [Golze, 2001].

In Abbildung 4-11 A ist ein charakteristischer Ausschnitt des IR-
Absorptionsspektrums einer DMAA-C,AE-Copolymerschicht aufgetragen.
Zwischen den Wellenzahlen 1825 cm™ und 1575 cm™ erkennt man deutlich vier
Absorptionsbanden. Die Banden 1, 2 und 3 zwischen 1825 cm™ und 1700 cm™
resultieren dabei aus Schwingungsmoden der C,AE-Komponente des Copolymers.
Die vierte Bande zwischen 1700 cm” und 1575 cm” kann der DMA A-Komponente

des Copolymers zugeordnet werden.
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Reaktionsablauf - Nachweis der Bindung von Laminin oy

(A) IR-Spektrum einer Copolymerschicht (B) IR-Spektren im Verlauf der Reaktion
mit Laminin’

25 25
OMAA ——o0h D'\(ALSA
= 20 4) —_ 20} 0,5h A
= C.AE & | —1h / \
c 5 c
.Q 1'5 (3) \ .g 1’5 (3)
! C.AE
g 1,0 /\\ / \ E- 1,0 ° N\ / \\
¢ 05 ¢ 05 \ ,// \\
- mi@ = Tlmi@ )
T T \n ( ) S AN : 2 :\‘
1800 1750 1700 1650 1600 1800 1750 1700 1650 1600
Wellenzahl [cn] Wellenzahl [cr]
* C,AE und DMAA haben charakteristische * Nach Reaktion mit Laminin verschwindet die
Absorptionsbanden. Bande des C,AE.

* Integration Uber die Flache der Banden ermdglicht  * Die Bande des DMAA bleibt unverandert.
einen quantitativen Vergleich.

' Reaktion im Inkubator bei 37 °C und geséttigter Luftfeuchte

Abbildung 4-11

Die Zusammensetzung des Copolymers und die Reaktion des C_AE mit Laminin kann anhand von
IR-Absorptionsspektren untersucht werden.

(A) Typisches IR-Spektrum einer Copolymerschicht.

(B)  Verdnderung des IR-Spektrums bei Reaktion mit Laminin.

Integriert man iiber die zwischen x-Achse und Absorptionsspektrum
eingeschlossenen Flachen der einzelnen Banden (grau schattiert in Abbildung
4-11 A), so kann man aus einem Vergleich des Flacheninhalts der C,AE-Banden mit

dem Flacheninhalt der DMAA-Bande das Mengenverhiltnis von C.AE : DMAA im

Copolymer bestimmen.

1700 1575 .
X (C,AE : DMAA) = X, * [A(n)dn / [A(n)dn Gleichung 4-1
1825 1700
X = Molenbruch von CAE zu DMAA im Copolymer.

Eichkonstante zur Beriicksichtigung der abweichenden Absorptionsstirke von
C,AE und DMAA; wird ermittelt aus den Spektren der Homopolymere.
A(n) = Absorptionsgrad [%].

X

0

Basierend auf diesem Messverfahren wurden quantitative Untersuchungen mit
systematisch variierten Copolymerzusammensetzungen durchgefiihrt [Golze, 2001].

Das Ergebnis ist folgende Wertetabelle. Die Zusammensetzung der Copolymerbiirste
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kann damit aus dem Mischungsverhéltnis von C,AE- zu DMAA-Monomer zum

Zeitpunkt der Polymerisation bestimmt werden:

C:AE - Anteil am

Monomergemisch 0% 25% 33% 47% 64% | 100%
C;AE - Anteil im

Copolymer 0% 45% | 48% | 55% | 62% | 100%
Tabelle 4-1

Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung von Monomergemisch vor der Polymerisation und
Copolymer nach der Polymerisation.

Anhand des IR-Absorptionsspektrums kann jedoch nicht nur die Zusammensetzung
des Copolymers bestimmt werden sondern auch der zeitliche Verlauf der Reaktion

von C,AE mit Laminin analysiert werden.

Ubertrégt man wie in Punkt 4.2.2 beschrieben, mit einem unstrukturierten Stempel
aus PDMS eine Schicht Laminin auf die Copolymerschicht und nimmt erneut ein
IR-Spektrum auf, so erkennt man zunéchst keinen Unterschied zu vorher (Spektrum
aufgenommen bei 0 h Reaktionszeit in Abbildung 4-11 B). Das Protein Laminin zeigt
folglich keine Absorptionsbanden im betrachteten Bereich des Spektrums”. L&f3t
man das Laminin jedoch eine % Stunde in einem Inkubationsschrank mit der
Copolymeroberfldche reagieren und nimmt erneut ein Spektrum auf, so tritt eine
deutliche Verdnderung des Spektrums auf (Spektrum bei 0,5 h Reaktionszeit in
Abbildung 4-11 B). Zumindest die dritte Absorptionsbande des Aktivesters hat
gegeniiber dem ersten Spektrum deutlich abgenommen. Der Absorptionspeak des
DMAA (Bande 4 im Spektrum) hingegen ist nicht geschrumpft. Nach weiteren

16 ¥ Stunden Reaktionszeit sind alle drei Banden des Aktivesters nahezu vollstandig
verschwunden (Spektrum bei 17 h Reaktionszeit in Abbildung 4-11 B). Die reaktiven
C,AE-Gruppen der Copolymeroberfldche sind zu diesem Zeitpunkt durch Reaktion
mit Laminin umgesetzt und haben ihr charakteristisches Absorptionsspektrum

verloren.

* Fine messbare Photoabsorption tritt bei Proteinen erst im UV-Bereich auf. Diese geht aus von den Resonanzen
der Elektronenverteilung in den aromatischen Ringen der Aminoduren Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan.
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Reaktionsablauf - Geschwindigkeit der Bindung von Laminin I I N

(A) Zeitlicher Verlauf der Reaktion (B) Zeitliche Stabilitat des Copolymers
mit Laminin
I Reines Copolymer
Luftfeuchte: 0%, 100% Copolymer mit Laminin
1004 T T T T T T T
: : - : : : : Luftfeuchte: 0% 100%
§' 80_ 1 1 1 1 1 1 1 _ 100' o=
= = gol
S 60 3
[= € 4.
3. z 60
w 1.
=3 Hm 40
O 204 © 204---
0 12 24 3 T Tag30  Tag30

Reaktionszeit [h] +12h

* Unter Schutzgas (0 % Luftfeuchte) reagiert auch

* Der Reaktionsverlauf wird durch eine
nach 30 Tagen nur 20 % des AE.

Exponentialfunktion beschrieben.

* Die Reaktionsgeschwindigkeit ist abhangig von * Wird Feuchtigkeit zugeflhrt, setzt eine schnelle
der umgebenden Luftfeuchtigkeit. Reaktion ein wenn Laminin an der Oberflache ist.

Abbildung 4-12
Durch Auswertung der IR-Spektren kann der zeitliche Verlauf der Reaktion mit Laminin

ermittelt werden.
(A) Reaktion bei bei 0 % und 100 % Luftfeuchte.
(B)  Vergleich der Stabilitdat von mit Laminin bestempeltem und unbestempeltem Copolymer.

Der Anteil an noch nicht umgesetztem Aktivester, X, 1a8t sich aus dem
C,AE : DMAA-Verhiltnis X nach Gleichung 4-1 zu den unterschiedlichen

Zeitpunkten t_  wie folgt bestimmen:

X pe () = X (t,)/ X () Gleichung 4-2
X,.(t)= Anteil des noch nicht umgesetzten C.AE der Copolymerbiirste zum
Zeitpunkt t [%].
X(t) =  Verhiltnis von CAE zu DMAA zum Zeitpunkt t [%].
t, = Zeitpunkt des Bestempelns mit Laminin [h].
t, = Zeitpunkt der Messung [h].

Tragt man die Werte fiir X, gegen die Zeit t auf (Abbildung 4-12 A), so erkennt man

einen deutlichen Abfall des Aktivesteranteils tiber die Reaktionszeit.
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Der Reaktionsverlauf a8t sich als Reaktion erster Ordnung® mit einer

Exponentialfunktion beschreiben:

t

Xe®)=A+(1-Ae -~ Gleichung 4-3
X, (t)= Anteil des noch nicht umgesetzten C.AE der Copolymerbiirste zum
Zeitpunkt t [%].
A = Verbleibender C,AE-Anteil zum Ende der Reaktion [%].
t = Zeitpunkt der Reaktion [h].
T = Zeitkonstante der Reaktion [h].

Mit diesem Fomalismus wurden die Reaktionsbedingungen fiir die kovalente
Anbindung von Laminin ndher untersucht. In Abbildung 4-12 A ist der zeitliche
Verlauf der Reaktion fiir zwei unterschiedliche Reaktionsbedingungen, 0 %
Luftfeuchte unter Schutzgas und gesittigte Luftfeuchte im Inkubationsschrank,

aufgetragen.

Beide Verldufe lassen sich gut mit Gleichung 4-3 beschreiben. Obwohl beide
Reaktionen bei gleicher Temperatur T = 37 °C und Druck p = 1 bar abgelaufen sind,
verlduft die Reaktion unter Schutzgas mit einer Halbwertszeit vont =28,4+55h
wesentlich langsamer als bei gesattigter Luftfeuchte mitt = 8,1 £1,6 h. Neben der
langsameren Reaktionsgeschwindigkeit ist auch der insgesamt umgesetzte Anteil an
C,AE deutlich geringer. Bei 100 % Luftfeuchte reagieren anndhernd 80 % des
Aktivesters. Bei 0 % Luftfeuchte auch nach sehr langen Reaktionszeiten von bis zu
30 Tagen (siehe auch Abbildung 4-12 B) weniger als 20 %. Der Grad der Luftfeuchte

bestimmt also ganz wesentlich den Ablauf der Reaktion.

Dies wird auch in folgendem Experiment deutlich: Uberfithrt man ein zuvor bei 0 %
Luftfeuchte gelagertes Substrat in eine Umgebung mit geséttigter Luftfeuchte, so
kommt es wie bei dem unmittelbar in gesattigter Luftfeuchte gelagertem Substrat
auch hier zu einer schnellen Reaktion des Aktivesters mit Laminin. Dies geschieht
unabhéngig von der vorherigen Dauer der Lagerung unter Schutzgas (vergleiche

Abbildung 4-12 A und B).

' Man kann davon ausgehen, dass Laminin im Uberangebot vorliegt. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird dann
dominant vom Reaktionspartner CAE bestimmt. In diesem Fall ist die Annahme einer Reaktion erster
Ordnung gerechtfertigt.
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Dieses Verhalten kann man sich aus der Quellbarkeit der Copolymerschicht erkldren.
Nur wenn das Copolymer durch Einlagerung von Wasser aufquillt, kann das
aufgebrachte Protein an die tiefer unter der Oberfldche liegenden C,AE-Gruppen

gelangen und daran kovalent gebunden werden.

Dass eine Reaktion der C,AE-Gruppen tatsdchlich mit dem aufgebrachten Laminin
erfolgt, wird mit den Messergebnissen in Abbildung 4-12 B belegt: Darin ist der
Aktivesteranteil eines Substrats mit iibertragenem Laminin dem eines Substrats ohne
Laminin gegeniibergestellt. Wurde kein Laminin auf das Substrat iibertragen, so
misst man nach 30 Tagen Lagerung unter Schutzgas noch immer einen
unverdnderten Anteil von 100 % Aktivester. War hingegen Laminin auf der
Oberflédche, so hat dieser Anteil auf 80 % abgenommen. Unter Schutzgas ist die reine

Copolymeroberfldche also tiber mehrere Wochen absolut stabil.

Bringt man beide Substrate anschliefSend fiir 12 h in eine Umgebung mit geséttigter
Luftfeuchte, so nimmt der Aktivesteranteil auf dem mit Laminin beschichteten
Substrat auf 43 % ab. Dies ist in Ubereinstimmung mit der zuvor beschriebenen
Reaktionsgeschwindigkeit. Der Aktivesteranteil des nicht mit Laminin bestempelten
Substrats schrumpft bei 100 % Luftfeuchte jedoch ebenfalls. Zwar ist der absolute
Effekt mit einer Abnahme auf 84 % in diesem Fall wesentlich geringer, aber deutlich
nachweisbar. Diese Abnahme geht auf eine Hydrolyse der reaktiven
Aktivestergruppen zuriick. Um moglichst alle Aktivestergruppen fiir die kovalente
Bindung von Laminin zu erhalten, wurden die mit Copolymer beschichteten

Substrate daher bis zur Strukturierung mit Laminin unter Schutzgas aufbewahrt.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die Substrate in allen weiteren

Experimenten wie folgt behandelt:

1. Polymerisation,
Lagerung unter Schutzgas,

Bestempeln mit Laminin,

Ll

Reaktion im Inkubator bei 37 °C und 100 % Luftfeuchte fiir die Dauer der
doppelten Halbwertszeit (16 h),

5. Verwendung fiir Folgeexperimente (Zellkultur, etc.).
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Messung der Schichtdicken zu verschiedenen Zeitpunkten

(A) |1. Polymerisation> 2. Stempeliibertrag > 3. Spiilen > 4. Extraktion >
Arbeitsschritt Stempel, Stempel G
o oy (6

vevttt NO |
DoANS

/ —
Substrat Substrat  Substrat Substrat o) Substrat

* Eine 7,4 nm dicke

(GB) 60 Schicht aus Laminin
Serr:'_le:ts;nz {1 Il Ssio, Copolymer [l Laminin wird beim Stempeln
chichtdicke QOqp=====c=cccosccocccssscssssss Ubertragen.

D
o
L

--------- i---------------- * Spulen mit Wasser

T i 8 ; 4,1 ; 4.1 entfernt einen Teil des
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T
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b
] ]
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] ]
] ]
]

]
]
]
]
|
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pm. | 20 20 20 mmm 2.8 keiner weiteren
1 2 3 4 Abnahme der
Arbeitsschritt Schichtdicke.

Abbildung 4-13

Kovalent gebundenes Laminin 16st sich auch bei Extraktion nicht mehr von der Oberfldche.
(A) Ablauf der Experimente.

(B)  Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken.

Fiir ein derart behandeltes System wurden durch Ellipsometrische Messungen die
Schichtdicken der SiO,-Schicht, des Copolymers sowie der darauf aufgestempelten
Lamininschicht bestimmt. Hierzu wurden die folgenden Brechungsindizes

angenommen [Braun, 1998; Golze, 2001]:

=1,451
=1,497

nSiOZ

I-1Cop01ymer

= 1,497 (optisch dquivalent zum Copolymer)

Laminin
Abbildung 4-13 fasst die Ergebnisse dieser Experimente zusammen. Die darin
angegebenen Schichtdicken der einzelnen Teilschichten, wurden durch

Differenzbildung aus Einzelmessungen an unmittelbar vergleichbaren Substraten

bestimmt.

In Abbildung 4-13 A sind die einzelnen Schritte der Substratbehandlung dargestellt.

Eine Schichdickenmessung erfolgte zu vier Zeitpunkten: Nach Polymerisation, nach
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Stempeliibertrag und Inkubation, nach Spiilen des Substrats mit Wasser und nach
Extraktion in Wasser. Abbildung 4-13 B zeigt die Ergebnisse: Zu allen Zeitpunkten
befindet sich eine unverandert 2,8 nm dicke Siliziumoxidschicht auf den
Siliziumchips. Nach abgeschlossener Polymerisation geméfs dem in Punkt 4.3.2.1
beschriebenen Verfahren, findet man darauf ein Copolymer mit einer Schichtdicke
von 29,9 nm. Stempelt man im zweiten Schritt Laminin” auf die Substrate, so wéchst
die gesamte Schichtdicke weitere 7,4 nm um die Schichtdicke des Laminins an. Spiilt
man die bestempelten Substrate im Anschluss mit Wasser ab, so wird ungebundenes
Laminin von der Oberfldche gewaschen, die Schichtdicke des Laminins betrdgt nur
noch 4,1 nm. Gleichzeitig nimmt aber auch die Schichtdicke des Copolymers auf
26,0 nm ab. Eine weitere Behandlung der Substrate durch Extraktion mit Wasser

tithrte zu keiner weiteren signifikanten Veranderung der gemessenen Schichtdicken.

Die wichtigsten Ergebnisse dieses Experiments sind die Quantifizierung der
Schichtdicken sowie die damit verbundene Beobachtung, dass sich nur ein Teil des
Laminins von der Oberfldche entfernen ldsst. Fiihrt man den gleichen Versuch mit
einem Siliziumwafer ohne Copolymerschicht durch, so ist nahezu die gesamte
gemessene Schichtdicke des Laminins nach dem Spiilen verschwunden (Messwerte
nicht abgebildet). Der nicht zu entfernende Teil des Laminins ist also derjenige Teil,
welcher durch Reaktion mit den C,AE-Gruppen kovalent am Copolymer verankert

wurde.

43.2.3 Copolymerzusammensetzung und Zellwachstum

Das in den Punkten 4.3.2.1 und 4.3.2.2 beschriebene System wurde nun noch
hinsichtlich des erzielbaren Wachstumskontrastes in Experimenten mit lebenden

Zellen optimiert.

Wie zuvor beschrieben, ldsst sich die Zusammensetzung des Copolymers tiber die
Zusammensetzung des Monomergemischs bei der Polymerisation kontrollieren. Auf
diesem Wege wurden Substrate mit unterschiedlichem Verhiltnis von C,AE : DMAA
hergestellt und gitterformig mit Laminin bestempelt. AnschlieSend wurde das

Wachstum von neuronalen Zellen des Typs MzN auf den Substratoberfldchen an

7 Der Stempeliibertrag erfolgte gemafs den in Punkt 4.2.2 beschriebenen Bedingungen.
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Zusammensetzung des Copolymers - Einfluss auf das Zellwachstum
Oberflache Anteil Aktivester im Copolymer
(&) 100 % Dimethyl- (B) 1:2( AE: DMAA) (C)100 % Aktivester
acrylamid
g ; RS
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Abbildung 4-14

Wachstum von neuronalen Zellen des Zelltyps MzN auf unterschiedlichen Copolymeroberflichen an
Tag 4 in Kultur. Nur mit einem ausgewogenen Gemisch aus C,AE und DMAA werden
befriedigende Ergebnisse erzielt.

(A) Zellwachstum auf einer Oberfldche aus reinem DMAA-Polymer.

(B)  Zellwachstum auf einer Oberfldche aus C,AE-DMAA-Copolymer.

(C)  Zellwachstum auf einer Oberfldche aus reinem C,AE-Polymer.

Tag 4 in Kultur verglichen. Die Zellen wurden wie in Kapitel 2 beschrieben
kultiviert. Thre Aussaat auf der Substratoberflache erfolgte jeweils in einer Dichte

von 10.000 Zellen je cm?2.

In Abbildung 4-14 ist fiir drei unterschiedliche Polymerzusammensetzungen jeweils
eine exemplarische Mikroskopieaufnahme des Zellwachstums auf der strukturierten
Flache sowie auf dem unbestempelten Hintergrund abgebildet. Man erkennt
deutlich, dass nur bei einem Aktivesteranteil > 0 % ein klar strukturiertes Wachstum
erfolgt. Ist kein Aktivester im Copolymer enthalten (Abbildung 4-14 A), so bindet
das Laminin offenbar nur unvollstandig an die Oberflache und die Zellen wachsen
weitgehend ungeordnet. Wird hingegen der DMAA-Anteil vollstindig weggelassen
(Abbildung 4-14 C), so kommt es zu einem unerwiinschten starken Bewuchs des

unstrukturierten Hintergrunds. Der hydrophobe Charakter der beiden
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Zusammensetzung des Copolymers - Statistische Auswertung
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Abbildung 4-15

Die besten Ergebnisse wurden mit einer Zusammensetzung von C,AE : DMAA = 1:3 erzielt.
(A) Prozentualer Anteil der Zellen auf der Lamininstruktur.

(B)  Bewuchs des unstrukturierten Hintergrunds.

CH, Endgruppen des DMAA ist fiir einen ausreichend grofsen Haftungskontrast der
Oberfldche also offenbar unbedingt erforderlich [Kleinfeld, 1988; Stenger, 1992].

Das Ergebnis einer statistischen Auswertung der Versuche zeigt, dass mit einer
Zusammensetzung von C,AE : DMAA =1 : 3 die besten Resultate erzielt werden
konnen (Abbildung 4-15). Bei diesem Verhdltnis ist sowohl der relative Kontrast
innerhalb der strukturierten Bereiche mit 94 % am grofiten als auch der absolute
Bewuchs des unstrukturierten Hintergrundes mit weniger als 10 Zellen auf

550 x 700 pm? minimal.

Weicht die Copolymerzusammensetzung von diesem Idealwert ab, so verringert sich
entweder das Wachstum auf den Lamininstrukturen (Abbildung 4-15 A) oder es
erhoht sich der unerwiinschte Bewuchs auf unstrukturiertem Hintergrund

(Abbildung 4-15 B).
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4.4 Mikrostrukturen fiir Lokalisation und Vernetzung

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, Mikrostrukturen zu finden welche
neuronales Wachstum gezielt steuern. Mit derartigen Strukturen und dem in
Punkt 4.2 beschriebenen Verfahren des Mikrostempelns sollten einfache und
reproduzierbare neuronale Netzwerke erzeugt und einer elektrophysiologischen

Untersuchung zuganglich gemacht werden.

Die maximale Kontrolle tiber ein Neuron auf einer kiinstlichen Oberfldche ist
erreicht, wenn sowohl die Position des Zellkorpers, die Pfade der Neuriten und auch
die Polarisation der einzelnen Neuriten in Axone oder Dendriten von aussen
vorgegeben werden kann. Dass eine Kontrolle neuronalen Wachstums mittels
Mikrostrukturierung grundsatzlich moglich ist, wurde bereits in fritheren Arbeiten
gezeigt [Corey, 1996, Wheeler, 1999; Scholl, 2000]. Auch eine mogliche
Beeinflussung neuronaler Polarisation wurde beschrieben [Stenger, 1998]. Die
Ergebnisse dieser Arbeiten hinsichtlich der Abmessungen der verwendeten
Mikrostrukturen sind als Rahmenbedingungen in den Entwurf der in dieser Arbeit
eingesetzten Mikrostrukturen eingeflossen. Um dem Ziel einer systematischen
Kontrolle neuronalen Wachstums ndher zu kommen, wurden basierend auf diesen
Rahmenbedingungen Serien von Mikrostrukturen mit gezielt verdnderten
Strukturparametern gefertigt und das Wachstum von neuronalen Zellen auf diesen

Strukturen untersucht.

In Vorversuchen waren mit Substraten aus Polystryrol und physisorbiertem Laminin
regelméfiig vergleichbar gute Ergebnisse erzielt worden, wie mit Substraten auf
Copolymerbasis und kovalent gebundenem Laminin. Substrate aus Polystyrol sind
im Gegensatz zu Copolymersubstraten kommerziell erhéltlich und einfacher zu
handhaben. Fiir die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden aus diesem

Grund ausschliefilich Substrate aus Polystyrol verwendet.

4.4.1 Charakterisierung mit der Zellinie MzN
Um eine einheitliche Beurteilung des neuronalen Wachstums auf den verschiedenen

Mikrostrukturen zu gewahrleisten, wurden unter immer gleichen Bedingungen
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Stempelabdriicke aus Laminin unterschiedlicher Struktur auf Substrate aus
Polystyrol (3 cm Polystyrol Petrischalen Nr. 627 102, Greiner Labortechnik)
tibertragen. Der exakte Ablauf des Stempeliibertrags erfolgte wie in Punkt 4.2.2
beschrieben. Als Zellmodell fiir die Untersuchungen wurde die neuronale Zellinie
MzN unter Anwendung des in Kapitel 2 beschriebenen Kulturprotokolls verwendet.
Entscheidendes Argument fiir die Verwendung einer Zellinie und keiner
Primarkultur war deren hohe Stabilitdt und Reproduzierbarkeit tiber mehrere
Versuchsreihen hinweg. Jeweils 3500 Zellen wurden am ersten Tag des Versuchs auf
jedes strukturierte Substrat ausgesdt. Insgesamt drei Substrate je Struktur wurden
verwendet. An den darauffolgenden Tagen wurde das Zellwachstum in einem
Phasenkontrastmikroskop verfolgt. Jeweils an den Tagen 1, 4, 7 und 10 nach der
Zellaussaat wurden mit einer Videokamera Mikroskopieaufnahmen des Zellsystems
auf der strukturierten Oberflache angefertigt. Anhand der Bilder von Tag 1 und 4
erfolgte im Anschluss eine statistische Analyse der Qualitdt des Zellwachstums auf
der Struktur. Dazu wurden in zufédllig gewdhlten Bildausschnitten von 200 x 300 pm?

folgende fiinf Groflen durch Abzéhlen einzelner Zellen bestimmt:

1. Anzahl der Zellen insgesamt,

2. Anzahl der Zellen auf der Struktur,

3. Anzahl der Zellen an spezifischen Punkten der {ibertragenen Struktur,
4. Anzahl der Zellklumpen auf der Struktur sowie

5. Anzahl der Zellen mit verschobenem Zellkern auf der Struktur.

Diese Daten bildeten die Grundlage fiir die Bewertung der Strukturen.

44.1.1  Eingesetzte Strukturen

Eine Tabelle mit allen verwendeten Strukturen befindet sich im Anhang. Darin ist
jeder Struktur eine spezielle Identifikationsnummer (ID) zugeordnet. Im Folgenden

wird diese ID benutzt um eine bestimmte Struktur eindeutig zu identifizieren.
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Stempelstrukturen - Beispiele

(A) Kategorie 1:
Linien
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Abbildung 4-16

Beispiele von Mikrostrukturen aus jeder Strukturkategorie.

(A) Linienstruktur (ID 10). 2 pm breite Linien mit 20 pm weiten Knotenpunkten.

(B)  Gitterstruktur (ID 9). 6 nm breite Gitterlinien mit 14 pm weiten Knotenpunkten.

(C) Polarisationsstruktur (ID 25). 4 pm breite Gitterlinien mit 22 pm weiten Knotenpunkten und 5 pym
weiten Liicken in drei von vier abgehenden Linien eines Knotenpunktes.

(D) Komplexe Schaltung (ID 33). Riickkopplungskreis fiir bis zu drei Neuronen. 2 um breite Linien,
20 pm weite Knotenpunkte und 5 pm weite Liicken.

Insgesamt wurden vier Kategorien von Strukturen verwendet (siehe Abbildung

4-16):

Kategorie 1: Linien im Abstand von 100 pm oder 50 pm (ID: 1-3 und 10-12).
Kategorie 2: Gitter mit einer Maschenweite von 50 x 100 um? (ID: 4-9 und 13-15).
Kategorie 3: Polarisationsstrukturen (ID: 16-27).

Kategorie 4: Komplexe Schaltungen (ID: 28-37).

Gemeinsam ist allen Kategorien die Verwendung von Linien mit 2-6 pm Breite zur
Kontrolle des Neuritenwachstums und von Knoten bis 24 pym Durchmesser als Inseln
fiir die Anhaftung der Zellkorper. In den Kategorien 3 und 4 wurden zusatzlich
definierte Liicken in einzelne Linien eingefiigt um eine Vorzugsrichtung fiir die

Ausbildung des Axons vorzugeben [Stenger, 1998]. Innerhalb dieser Kategorien
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wurden bestimmte Parameter systematisch variiert um Aussagen tiber deren Einfluss

auf neuronales Wachstum treffen zu konnen.

In Kategorie 1 (siehe Abbildung 4-16 A) ist in den Strukturen 1-3 die Linienbreite von
2 - 6 pm variiert, die Strukturen 10 und 12 erméglichen einen Vergleich von 10 pm
Knoten mit 20 pm Knoten bei 2 pm Linien; die Strukturen 10 und 11 einen Vergleich
zwischen Linienbreite 2 und 4 yum bei 20 pm Knoten. Kategorie 2 (siehe Abbildung
4-16 B) umfasst drei Serien a: 4-6, b: 7-9 sowie c: 13-15 mit Knotendurchmesser von a:
Linienbreite + 0 yum, b: Linienbreite + 8 pym und c: Linienbreite + 18 uym. Die
Linienbreite steigt in jeder Serie von 2 pm tiber 4 pm auf 6 pm an. Mit den
Kategorien 1 und 2 ist folglich eine Charakterisierung des Einflusses von Linien- und
Knotenweite auf neuronales Wachstum entlang von Linien- und Gitterstrukturen

moglich”.

In Kategorie 3 (siehe Abbildung 4-16 C) wird in zwei Serien a: 16-21 und b: 22-27 mit
fester Linien- und Knotenweite von a: 2 pym Linien und 10 pm Knoten sowie b: 4 pm
Linien und 22 pm Knoten, die Grofle von einzelnen Liicken (al: 16-18, b1: 22-24) und
mehreren Unterbrechungen (a2: 19-21, b2: 25-27) in den Verbindungslinien zwischen
den Knoten variiert. Jeweils drei der vier von jedem Knoten abgehenden
Verbindungslinien sind dabei entweder durch eine einzelne Liicke vom Knoten
getrennt (al, b1l) oder mehrfach unterbrochen (a2, b2). Die Grofie der Liicken betrédgt
dabei in den Serien al und b1 jeweils 5, 10 und 20 pm, und in den Serien a2 und b2
jeweils 5,2 und 1 um. Kategorie 3 ermoglicht damit eine gezielte Untersuchung des
Einflusses von Unterbrechungen entlang neuritischer Pfade auf Neuritenwachstum

und Differenzierung in axonale oder dendritische Spezifitat.

Kategorie 4 (siehe Abbildung 4-16 D) schliefslich umfasst einige ausgewéhlte
komplexe Schaltungen. Die Wahl der Strukturparameter fiir diese Strukturen wurde
basierend auf Ergebnissen von Vorversuchen und den oben genannten
Veroffentlichungen getroffen. Insgesamt sind die Strukturen aus Kategorie 4
weniger auf systematische Vergleiche und Analysen ausgerichtet. Sie stellen einen

ersten Versuch dar, Neuronen {iber einfache regelméaflige Anordnungen in Linien-

** Zur vereinfachten Benennung werden an einigen Stellen dieser Arbeit die Knotenweiten von 10, 12 und 14 pm
als 10 pm Knoten bezeichnet; Knotenweiten 20, 22 und 24 pm als 20 pm Knoten.
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und Gitterform hinaus, gezielt zu funktionalen Netzwerken komplexer Struktur
zusammenzufiigen. Die Strukturen 28 und 34 zielen darauf, eine Reihenschaltung
von bis zu vier Neuronen zu erzeugen. Die Strukturen 29 und 35 beschreiben eine
Parallelschaltung von bis zu 3 Neuronen. Mit den Strukturen 32 und 33 soll eine
Riickkopplung in einem Verbund von bis zu 3 Neuronen moglich werden. Die
Strukturen 30, 31, 36 und 37 schliefilich beschreiben Kaskaden zur Signaladdition

bzw. Signalausdiinnung.

Die Strukturen aller Kategorien wurden kompatibel zu einem einheitlichen Raster
von 50 x 100 pm? angelegt. Alle Knoten der Strukturen befinden sich auf Punkten
dieses Rasters. Dies geschah, um die Ubertragbarkeit der erzeugten neuronalen
Netze auf extrazelluldre Sensoren zu gewdhrleisten, welche in vorangegangenen
Arbeiten am Max-Planck Institut fiir Polymerforschung entwickelt worden sind
[Offenhdusser, 1997; Sprossler, 1997; Krause, 2000]. Auf der Oberfldche dieser
Sensoren sind Messpunkte zur extrazelluldren Erfassung neuronaler Signale

gitterformig in regelméfiigen Abstdnden von 50, 100 oder 200 pm angeordnet.

44.1.2 Vermeiden von Zellklumpen

In Abbildung 4-1 A wurde bereits dargestellt wie sich neuronale Zellen auf einer
grofsflachig strukturierten Oberfldche anordnen. Ist die mit Laminin beschichtete
Flache grof3 gegeniiber dem Zelldurchmesser, so bilden die Zellen einen dichten
Rasen auf der Flache aus. Dieser Effekt stellt sich auch auf einer Linienstruktur ein,
wenn die Linienbreite eine kritische Grenze tiberschreitet. In diesem Fall bilden sich
Klumpen von Zellen entlang der Linien (Abbildung 4-17A). Fiir eine gezielte
Beeinflussung des neuronalen Wachstums einzelner Zellen muf? eine derartige
Verklumpung durch Wahl ausreichend enger Linien vermieden werden (Abbildung
4-17 B). Andererseits beeintrachtigen zu enge Linien die Wanderung von Neuronen
entlang der Linien auf die Knotenpunkte”. Angestrebt wird die maximal mégliche
Linienbreite bei der es noch zu keiner Klumpenbildung kommt. Mit den Strukturen

1-3, bzw. 4-6 der Kategorien 1 und 2 wurde systematisch untersucht, ab welcher

" Dies ist insbesondere bei Verwendung nicht-dissoziierter Kulturen von Bedeutung, bei welchen eine
Proliferation der Neuronen tiber weite Strecken und tiber mehrere Knotenpunkte hinweg aus einem
Gewebeschnitt auf die strukturierte Oberflache erfolgen soll.
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Linenstruktur - Einfluss der Linienbreite auf das Zellwachstum
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' Zellsystem: MzN Zellinie an Tag 4 nach neuronaler Ausdifferenzierung; Zelldichte jeweils 3500 Zellen/cm?

Abbildung 4-17

Bei Wahl einer Linienbreite <= 4 pym dominieren einzelne Zellen iiber Zellhaufen.

(A) Phasenkontrastbild von Zellhaufen auf 6 pm breiten Linien an Tag 4.

(B)  Phasenkontrastbild einer Perlenschnur von Zellen auf 2 um breiten Linien an Tag 4.

(C) Histogramm des Anteils einzelner Zellen bei Linienweiten von 2, 4 und 6 pm an Tag 1 und 4.

Linienstdrke es zur Bildung von Zellklumpen auf Linien bzw. Gittern aus Laminin

kommt.

In Abbildung 4-17 C ist das Ergebnis der Untersuchungen fiir Linienstrukturen in
Form eines Histogramms dargestellt. Betrachtet man die Ergebnisse fiir Tag 1, so
erkennt man deutlich eine Abhédngigkeit zwischen der Linienbreite und dem
prozentualen Anteil einzelner Zellen auf den Linien: Bei 6 pm Linien sind weniger
als 20 % aller Zellen vereinzelt auf den Linien zu finden, bei 4 ym Linien sind es
bereits tiber 70 % und bei 2 pm Linien anndhernd 100 %. Eine statistische Analyse
der Rohdaten auf Korrelation bestétigt diese Abhangigkeit (p = 0,0001). Auch an
Tag 4 ist eine Korellation deutlich nachweisbar (p = 0,0095), allerdings hat sich
gegeniiber Tag 1 der Anteil einzelner Zellen auf 6 pm und 4 pm Linien erhoht, also
gerade auf jenen Linienbreiten mit der starksten Bildung von Zellhaufen. Offenbar

haben sich beim Wechsel des Kulturmediums zwischen Tag 1 und Tag 4 verstarkt
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Gitterstruktur - Einfluss von Linien, Knoten und Liicken
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Abbildung 4-18

Einfluss von Linienbreite, Knotenweite und Liicken auf Zellen in einer Gitterstruktur.

(A) Histogramm des Anteils einzelner Zellen bei Linienweiten von 2, 4 und 6 pm an Tag 1 und 4.

(B) Histogramm des Anteils an Zellen auf Knotenpunkten an Tag 1 und 4 bei Knotenweiten von
0, 10 und 20 pm sowie bei zusatzlichen Liicken von 5 ym in der Struktur.

Zellhaufen und weniger einzelne Zellen von der Substratoberfldche geldst. Dies
erscheint logisch, da ein Zellhaufen bezogen auf die gleiche Haftungsfliche am
Substratboden eine grofiere Angriffsflaiche im stromenden Medium bietet.

Zellhaufen werden folglich leichter weggespiilt als einzelne Zellen”, wodurch sich im
Laufe der Kultur das Verhiltnis zugunsten einzelner Zellen verschiebt. Diese
Verschiebung erfolgt jedoch auf Kosten der insgesamt mit Zellen besetzten
strukturierten Flache und aufgrund eines vollkommen anderen Prinzips als die
urspriingliche Strukturierung. Fiir den direkten Vergleich der Strukturen kommt

daher Tag 1 das starkste Gewicht zu.

Betrachtet man im Vergleich zur Linienstruktur die Ergebnisse fiir Gitterstrukturen

in Abbildung 4-18 A, so kann man zwar immer noch einen signifikanten Anstieg des

* In Untersuchungen mit definierter Stromungsgeschwindigkeit [Thiébaud, 2001] konnte dies direkt beobachtet
werden.
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Anteils einzelner Zellen mit sinkender Linienbreite des Gitters beobachten
(p = 0,0007 an Tag 1), die beobachteteVariation ist jedoch sehr viel kleiner als bei den
Linienstrukturen. Es dominieren bei allen verwendeten Linienbreiten von

2,4 und 6 pm einzelne Zellen mit einem Anteil grofier 80 % tiber Zellhaufen.

Bei den verwendeten Gitterstrukturen von 50 x 100 pm? Maschenweite kommt es
also offenbar erst bei grofieren Linienbreiten als 6 um zur vermehrten Bildung von
Zellhaufen. Interpretiert man die Anordnung der Zellen entlang der Strukturen als
Resultat von Kréften zwischen den Zellen sowie zwischen den Zellen und dem
gestempelten Laminin, so ist einsichtig, dass die gitterartige Struktur aufgrund der
Verbindungsstege zwischen den Linien zu zusitzlichen Kréften fiihrt. Diese
zusétzlichen Krifte wirken auf jede einzelne Zelle entlang der Gitterlinien
gleichermaflen. Liegt nun ein ungeordneter Haufen von Zellen auf einer Linie, so
werden diejenigen Zellen des Zellhaufens die starksten Kréfte spiiren, die der
Gitterlinie am ndchsten sind. Die erhchte Spannung der Oberfldche in diesen Zellen
resultiert in einer Schwachung der Bindung an den Rest des Zellhaufens. In diesem
Modell ist die verminderte Haufigkeit von Zellhaufen einer Gitterstruktur also

erklarbar.

Fiir beide untersuchte Strukturtypen (Kategorien 1 und 2) konnte innerhalb des
Parameterbereichs von 2 - 6 pm Linienstdrke eine klare Dominanz von mehr als 80 %
einzelner Zellen iiber Zellhaufen erzielt werden. Zur Erzeugung linienartiger
neuronalen Strukturen sind Linienbreiten zwischen 2 und 4 pm am besten geeignet .
Gitterartige Strukturen mit 50 x 100 pm? Maschenweite konnen auch noch mit 6 pm

breiten Linien erzeugt werden.

4.4.1.3 Positionierung der Zellkorper

Die genaue Kontrolle iiber die Position einzelner Nervenzellen war das nichste Ziel
der Untersuchungen. Anhand der Strukturen 10-12* aus Kategorie 1 sowie 8 und 14
aus Kategorie 2 wurde die fokussierende Wirkung unterschiedlich grofier
quadratischer Knotenpunkte auf Neuronen in Linien- oder Gitteranordnung

untersucht. Zuséatzlich wurde anhand der Gitterstrukturen 22-24 aus Kategorie 3 der

* Mit Ausnahme von Struktur 12 wurden alle Vergleiche auf der Basis von 4 pm breiten Linien durchgefiihrt.
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Linienstruktur - Einfluss von Knoten und Liicken auf das Zellwachstum
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Abbildung 4-19

Die Lokalisation einzelner Zellen auf Knotenpunkte in der Struktur wéachst mit der Knotenweite.
(A) Phasenkontrastbild von ungeordneten Zellen auf 2 pm Linien mit 10 pm Knoten an Tag 4.
(B)  Phasenkontrastbild von geordneten Zellen auf 4 ym Linien mit 20 pm Knoten an Tag 4.
(C) Histogramm des Anteils an Zellen auf Knotenpunkten an Tag 1 und 4 bei Knotenweiten von 10
und 20 pm sowie bei zusitzlichen Liicken von 10 und 20 pm in der Struktur.

Einfluss von Liicken in der Struktur auf den Fokus studiert. Liicken gréfier als 5 pm
resultierten dabei in einem Aufbruch der Gitterstruktur in linienartige Struktur. Die
Strukturen 23 und 24 (10 und 20 pm Liicken) wurden daher fiir Vergleiche zu den

Linienstrukturen aus Kategorie 1 verwendet.

Wie bereits in Abbildung 4-1 C exemplarisch gezeigt, ist es moglich neuronale Zellen
gezielt an bestimmte Positionen auf einer Linie zu bringen, wenn die Linie an den
entsprechenden Stellen zu einem Knotenpunkt aufgeweitet ist. Eine geringfiigige
Aufweitung der Linie geniigt hierzu jedoch nicht. Bei 10 pm Knotenweite ist auf den
ersten Blick noch keine regelméfliige Anordnung zu erkennen (Abbildung 4-19 A), bei
einer Knotenweite von 20 um hingegen wird ganz deutlich die Regelmafiigkeit der
Zellpositionen sichtbar (Abbildung 4-19 B). Die Grofie der Knotenpunkte spielt also

eine entscheidende Rolle.
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Werden die Linien zusitzlich durch Liicken hinter den Knotenpunkten
unterbrochen, so ergibt sich ein noch geordneteres Bild (Abbildung 4-19 C). Die
statistische Auswertung dieser Beobachtungen ist in Abbildung 4-19 D dargestellt:
Bei 10 pym Knoten sind nur 40 % aller Zellen auf Knotenpunkten lokalisiert, bei 20 pm
Knoten sind es bereits mehr als 70 % und bei Einfithrung von 10 um Liicken hinter
20 pm Knoten sogar iiber 85 %. Eine Vergrofierung der Liicken auf 20 yum fiihrt zu
keiner weiteren Steigerung. Folglich hat nicht die Grofse der Liicke einen Einfluss
auf den Fokus, sondern die unabhéngig von der Grofie der Liicke resultierende
Unsymmetrie in der Linienstruktur. Zwischen Tag 1 und Tag 4 @ndern sich diese
Ergebnisse nur unwesentlich. Ein Tag reicht fiir die Wanderung der Zellen entlang
der Linien auf die Knotenpunkte also offenbar aus. Auf die Messergebnisse der
beiden Strukturpaare 10 pym und 20 um Knoten sowie 0 um Liicke und 10 pm Liicke
bei 20 pym Knoten wurde der Student t-Test angewendet. Die beobachteten
Unterschiede sind danach statistisch signifikant. Fiir Tag 1 ergibt sich p, = 0,0114
sowie p, = 0,0005. Fiir Tag 4 ist p, = 0,0036 sowie p, = 0,086.

Die gleichen Untersuchungen wurden mit Gitterstrukturen wiederholt. In
Abbildung 4-18 B sind die entsprechenden Ergebnisse dargestellt. Wie bei der
Linienstruktur steigt der Anteil an fokussierten Zellen mit dem Knotendurchmesser
an: 40 % der Zellen sind auf dem Gitter ohne Knoten an den Gitterschnittpunkten
lokalisiert, 50 % der Zellen auf 12 pym Knoten und 60 % der Zellen auf 22 ym Knoten.
Dieser Anstieg ist statistisch signifikant (p = 0,0027 an Tag 1 und p = 0,0014 an Tag 4).
Im Vergleich zur Linienstruktur ist die Absolute Anderung deutlich geringer,
andererseits erfolgt aber bereits ohne Knoten eine deutliche Fokussierung. Bricht
man das Gitter durch 5 pym Liicken hinter den Knoten auf, so kommt es im
Gegensatz zur Linienstruktur nicht zu einer weiteren Steigerung des Fokus, sondern
zu einem leichten Riickgang. Die gitterartige Struktur bewirkt also auch ohne
Knoten einen Fokus auf die Kreuzungspunkte des Gitters. Aufbrechen des Gitters

durch Liicken stort diesen Effekt und hat daher einen Riickgang des Fokus zur Folge.

Eine klare Lokalisation von einzelnen neuronalen Zellen auf spezifische Punkte
wurde sowohl fiir linienartige, als auch fiir gitterartige Strukturen erreicht. Die

besten Ergebnisse wurden jeweils mit 20 pm grofien Knoten erzielt. Durch
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zusatzliche Liicken konnte der Fokus bei linienartigen Strukturen weiter gesteigert
werden. Mit Struktur 23 (4 pym Linien, 20 pm Knoten und 10 pm Liicken) wurde mit

einem Anteil von 85 % aller Zellen auf Knotenpunkten das beste Ergebnis erzielt.

44.1.4 Induzierte neuronale Polarisation

In Abbildung 4-20 A und B sind Fluoreszenzaufnahmen von neuronal
ausdifferenzierten MzN Zellen an Tag 10 nach RA-Differenzierung abgebildet. Die
Zellen wurden mit anti-MAP 2 und anti-Tau rot und griin angefdarbt. Zellkérper und
Dendriten der Zellen erscheinen bei dieser Farbung rot (anti-MAP 2), Axone griin

(anti-Tau) [Berger, 1994]. Die erste Aufnahme (A) zeigt zwei Zellen auf einer

Induzierte axonale und dendritische Polarisation

Struktur (A) Durchgehende Struktur (B) 10 ym Liicken
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' Antikérperfarbung an Tag 10 nach neuronaler Ausdifferenzierung des MzN Zellsystems

Abbildung 4-20

Liicken in der Struktur bewirken eine gezielte Polarisation der neuronalen Zellen.

(A) Fluoreszenzbild von MzN Zellen an Tag 10 auf einer ununterbrochenen Linienstruktur. Die
Zellen liegen auf den Knotenpunkten der Struktur, aber es ist keine spezifische Anfarbung zu
erkennen.

(B)  Fluoreszenzbild von MzN Zellen an Tag 10 auf einer Polarisationsstruktur. Die Zellen liegen
auf den Knotenpunkten der Struktur. Eine charakteristische Firbung von Axonen (griin)
sowie Dendriten und Zellkorpern (rot) ist zu beobachten.

(C) Histogramm des Anteils von Zellen mit verschobenem Zellkern an Tag 1 und 4 auf Strukturen

mit Liicken von 5, 10, und 15 pm.
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durchgehenden Linienstruktur. Wie ein Vergleich mit der zugrundeliegenden
Stempelstruktur zeigt, sind die Zellkorper auf den Knotenpunkten der
Linienstruktur lokalisiert. Die Farbung ist jedoch unspezifisch. Es ist keine
eindeutige rote oder griine Farbdominanz zu erkennen. Auf der zweiten

Aufnahme (B) hingegen sind ganz deutlich rot und griin eingefdarbte Bereiche
erkennbar. Diese Aufnahme zeigt zwei Zellen auf einer unterbrochenen
Polarisationsstruktur der Kategorie 3. Beide Zellkorper sitzen jeweils auf einem
Knotenpunkt und sind rot angefarbt. Der neuritische Fortsatz der oberen Zelle folgt
der ununterbrochenen Struktur entlang nach links und erscheint in der Farbung
deutlich griin. Es handelt sich also um einen axonalen Fortsatz. Der Fortsatz der
unteren Zelle wachst nach rechts tiber die 10 um breite Liicke in der Struktur hinweg.
Dieser Fortsatz erscheint rot in der Fluoreszenzaufnahme. Hier handelt es sich
folglich um einen dendritischen Fortsatz. Die Beobachtung, dass sich der dominante
axonale Fortsatz einer neuronalen Zelle vornehmlich entlang des Weges des
geringsten Widerstands und damit entlang ununterbrochener Pfade ausbildet wurde
bei den Strukturen 22, 23 und 24 mehrfach beobachtet und ist in Ubereinstimmung
zu anderen Beschreibungen [Stenger, 1998]. Dies kann ausgenutzt werden um eine
spezifische Polaritdt einzelner Neuronen in einem neuronalen Netzwerk gezielt zu

induzieren.

Da die fiir eine Erkennung mit anti-MAP 2 und anti-Tau notwendigen spezifischen
axonalen und dendritischen Proteine erst zum Ende des neuronalen
Differenzierungspfades der verwendeten Zellinie voll exprimiert werden [Lang,
1989] ist eine erfolgreiche Antikorperfarbung erst nach ca. 10-12 Tagen ab Beginn der
Ausdifferenzierung mit RA moglich. Zu diesem Zeitpunkt war die Zahl der auf dem
Substrat verfiigbaren Zellen in den meisten Versuchsreihen jedoch bereits stark
durch Apoptose reduziert. Fiir einen quantitativen Vergleich der unterschiedlichen
Strukturen im Hinblick auf neuronale Polarisation wurde daher ein anderer Weg
gewdhlt: Die Ausbildung von neuronaler Polarisation beim Zellsystem MzN ist
verbunden mit einer Verschiebung des Zellkerns aus dem Zentrum der Zelle heraus.
Dabei verschiebt sich der Zellkern zum neuritischen Fortsatz der spater die Funktion

des Axons libernimmt [Berger, 1994]. An den Tagen 1 und 4 nach RA-induzierter
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Differenzierung wurde nun der Prozentsatz der Zellen auf den Knotenpunkten der
jeweiligen Struktur ermittelt, bei welchen unter dem Mikroskop ein verschobener
Zellkern beobachtet werden konnte. In Abbildung 4-20 C ist das Ergebnis dieser
Untersuchung fiir die Strukturen 22, 23 und 24 in einem Histogramm aufgetragen.
Bei 5 um Liicken in der Struktur werden erst ab Tag 4 Zellen mit verschobenem
Zellkern gezdhlt. Bei 10 um Liicken weisen an Tag 1 und 4 ca. 40 % der Zellen einen
verschobenen Kern auf und bei 20 pm Liicken sogar anndhernd 60 %. Dieses
Ergebnis zeigt, dass offenbar ein direkter Zusammenhang zwischen der Grofle der
Hindernisse in den dendritisches Wachstumspfaden, den Liicken in der Struktur,

und der Ausbildung neuronaler Differenzierung besteht.

4.4.2 Strukturierung von Hirnschnittkulturen

Fiir elektrophysiologische Experimente mit primaér isolierten Neuronen (siehe
Kapitel 5) wurde eine neuronale Primarkultur auf Basis organotypischer
Hirnschnitte verwendet. Im Gegensatz zu anderen dissoziierten neuronalen
Zellsystemen”, wurden bei organotypischen Hirnschnitten signifikante Unterschiede
zum Zellsystem MzN beziiglich des Wachstums auf mit Laminin strukturierten
Oberflachen beobachtet. Aus diesem Grund wurde mit diesem Zellsystem erneut
eine Untersuchung des Wachstums auf systematisch variierten Strukturen

durchgefiihrt [Yeung, 2001]. Die Ergebnisse sind im Folgenden zsammengefasst.

4421  Proliferation und Uberwuchs
Zwei grundsitzlich neue Aspekte von organotypischen Hirnschnitten sind die
neuronale Proliferation aus dem Hirnschnitt in die Struktur hinein sowie die

Ausbreitung von nicht neuronalem Uberwuchs iiber die strukturierte Flache.

Bei der Aussaat dissoziierter neuronaler Zellen, sinken die Neurone homogen
verteilt auf die gesamte Substratoberflache herab. Die gesamte Substratoberfldache
wird also unmittelbar nach der Zellaussaat gleichméfsig mit Zellen besetzt. Treffen
Zellen dabei auf Lamininstrukturen, so konnen sie anhaften und auf den

ndchstgelegenen Knotenpunkt wandern. Zellen hingegen welche auf nicht

# Weitere Experimente mit einzelnen ausgewihlten Strukturen wurden sowohl an der neuronalen Zellinien P19
als auch an einer Primarkultur von dissoziierten hippocampalen Neuronen durchgefiihrt.
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Neuronale Proliferation aus Himschnitten

(A) Keine Proliferation (B) Uberwuchs der (C) Klar strukturiertes
entlang enger Linien Struktur bei groken neuronales Wachstum
Kneotenpunkten mit gesigheten P arametem
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Abbildung 4-21

Bei neuronaler Proliferation aus Hirnschnitten kommt Linienbreite und Knotenweite der verwendeten
Lamininstrukturen eine neue Bedeutung zu.

(A) Ausbreitung nur von Neuriten auf eine Gitterstruktur mit 2 pm Linien und 20 pm Knoten.

(B)  Ungeordneter Uberwuchs einer Gitterstruktur mit 4 pm Linien und 22 pm Knoten.

(©) Klar strukturiertes Wachstum auf einem Gitter mit 4 pm Linien und 12 pm Knoten.

strukturierte Flachen des Substrats fallen, haben keine ausreichende Substrathaftung
und werden in der Regel beim ndchsten Mediumwechsel weggespiilt. Fallen

mehrere Zellen eng nebeneinander auf die Struktur, so bilden sich Zellhaufen.

Plaziert man hingegen einen Hirnschnitt auf ein strukturiertes Substrat, so erfolgt die
Besetzung der Struktur mit neuronalen Zellen auf einem vollkommen anderen Weg.
Nicht simultan sondern nacheinander proliferieren einzelne neuronale Zellen aus
dem Hirnschnitt heraus und wandern die aufgeprédgten Lamininpfade entlang. Der
Hirnschnitt kann dabei als ein Reservoir von neuronalen Zellen angesehen werden.
Eine Bildung von Zellhaufen bei zu grofier Linienweite, wie bei dissoziierten
Kulturen beobachtet, ist daher sehr unwahrscheinlich. Im Gegensatz zu dissoziierten
Kulturen ist bei Hirnschnitten also auch die Verwendung von Strukturen mit einer

Linienbreite > 4 pm moglich. Verwendet man zu enge Linien, z.B. 2 pm Linienbreite
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in Abbildung 4-21 A, so wird die Proliferation der Neurone in die Struktur sogar
behindert. In diesem Fall beobachtet man ein reines Neuritenwachstum entlang der
vorgegebenen Pfade, Neurone hingegen wandern nicht in die Struktur. Als weitere
Implikation der neuronalen Ausbreitung durch Proliferation ergibt sich, dass die
Ausbreitung an Unterbrechungen der Fiihrungsstrukturen stoppt. Experimente mit
unterbrochenen Strukturen aus Kategorie 3 haben ergeben, dass sich unterbrochene

Strukturen nicht fiir die Anwendung mit Hirnschnitten eignen.

Ein wesentlicher Vorteil von Hirnschnitten ist die erhaltene natiirliche Heterogenitat
des Zellverbandes. Bis auf die Schnittkanten ist das Gewebe unversehrt. Im
Gegensatz zu Zellinien sind daher auch alle anderen, nichtneuronalen Zellen der
jeweiligen Hirnregion im Schnitt vorhanden. Dies ist fiir die Vitalitdt der Neurone
aufgrund der in diesem natiirlichen Zellverband synthetisierten Wachstumsfaktoren
von Vorteil. Andererseits wird die kontrollierte Erzeugung von
Netztwerkstrukturen durch die Anwesenheit nichtneuronaler Zellen erschwert.
Verwendet man keine antimitotischen Agentien, so kommt es in der Regel nach
wenigen Tagen in Kultur zur Ausbreitung nichtneuronalen Uberwuchses iiber die
strukturierten Bereiche. Das Ausmafs des storenden Wachstums hédngt jedoch
entscheidend von einem Strukturparameter, der Grofie der Knotenpunkte in der
Struktur, ab. Grofie Knotenpunkte wirken wie Inseln iiber die sich nichtneuronale
Zellen in die Struktur ausbreiten. In Abbildung 4-21 B ist deutlich zu sehen wie sich
ein Teppich von Zellen enlang der Knotenpunkte (hier 22 pm) ausbreitet und die
Gitterstruktur iberwuchert. Verwendet man hingegen kleine Knotenpunkte, so ist
es moglich auch ohne Zugabe von antimitotischen Agentien grofie Bereiche der
Strukturen {iber mehrere Wochen frei von Uberwuchs zu halten. In Abbildung

4-21 C ist ein klar strukturiertes Netzwerk ohne Uberwuchs, gebildet von Neuronen

eines Hirnschnittes an Tag 12 in Kultur, abgebildet.

44.2.2 Quantitative Wachstumsanalyse

Wie bereits qualitativ beschrieben, haben Linienbreite und Knotenweite der
Lamininstruktur einen entscheidenden Einfluss auf die Qualitdt des aus einem
Hirnschnitt auswachsenden neuronalen Netzwerks. Beeinflusst durch diese

Parameter werden insbesondere die Proliferation von Neuronen, der Grad nicht
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neuronalen Uberwuchses sowie die Fokussierung der neuronalen Zellen auf die
Knotenpunkte der Struktur. Der quantitative Zusammenhang zwischen den
Parametern der Struktur und der Giite des resultierenden neuronalen Netzwerks
wurde fiir Linien- und Gitterstrukturen durch statistische Auswertung von

Mikroskopieaufnahmen entsprechender Kulturen ermittelt.

Bei jeweils gleichen Kulturbedingungen (siehe Kulturprotokoll fiir Hirnschnitte in
Kapitel 2) wurden Hirnschnitte des Hirnstamms von embryonalen (E15 bis E18)
Sprague-Dawley Ratten angefertigt und auf zuvor mit Laminin strukturierte
Substrate aufgebracht. Im Zeitraum zwischen ein und zwei Wochen in Kultur
wurden im Anschluss Mikroskopieaufnahmen von zufillig gewahlten Ausschnitten
der Substratoberflache (Bildausschnitt jeweils 300 x 400 nm?) angefertigt. Insgesamt

54 Aufnahmen von 24 Substraten wurden wie folgt ausgewertet:

— Die Gesamtzahl der Zellen auf den Strukturen sowie die Zahl der Zellen auf
Knotenpunkten wurde gezahlt. Die Gesamtzahl der Zellen ist dabei ein Maf3 fiir
die Proliferation von neuronalen Zellen in die Struktur. Das Verhéltnis von
Zellen auf Knoten zu der Gesamtzahl von Zellen auf der Struktur gibt die

Fokussierung auf Knotenpunkte wieder.

— Der Grad des Uberwuchses wurde anhand der Fliche bewertet, welche in der
jeweiligen Mikroskopieaufnahme von Uberwuchs bedeckt war. Das Verhéltnis
von Uberwachsener zu nicht tiberwachsener Fliche ist dabei als Grad des

Uberwuchses definiert.

In Abbildung 4-22 A bis C sind die Ergebnisse der Untersuchung zusammengestellt.

Folgende Schlussfolgerungen konnen daraus gezogen werden:

1. Die Proliferation von neuronalen Zellen in die Struktur nimmt unabhédngig vom
Strukturtyp (Linen oder Gitter) mit steigender Linienbreite zu. Aus Abbildung
4-22 A geht dies deutlich hervor.

So steigt die Anzahl Zellen im Bildausschnitt bei Linienstrukturen von 10 + 6

Zellen bei 2 pm Linien auf 17 + 8 Zellen bei 4 um Linien an®. Bei Gitterstrukturen

23 .. . . . . .
6 ym Linien wurden in dieser Versuchsreihe nicht eingesetzt.



4-52 4 Kontrolliertes Zellwachstum

Struktureinfluss auf Hirnschnittkultur - Statistische Auswertung
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Abbildung 4-22

Linienbreite und Knotenweite beeinflussen erheblich das Wachstum von Hirnschnitten auf Strukturen.
(A) Histogramm der Anzahl an in die Struktur proliferierten Zellen bei 2, 4, und 6 pm Linienbreite.
(B) Histogramm des Anteils an Zellen auf Knotenpunkten bei Knotenweiten von 10 und 20 pm.

(C) Histogramm des Prozentualen Uberwuchses der Struktur bei 10 und 20 pm Knotenweite.

wurde gleichfalls ein Anstieg von 1+ 1 Zellen bei 2 pm Linen, tiber 9 + 5 Zellen
bei 4 ym Linien, auf 13 *+ 6 Zellen festgestellt. Die im Vergleich hohere
Absolutzahl von proliferierten Zellen auf Linienstrukturen verglichen zu
Gitterstrukturen kann man sich tiber die starkere Ausrichtung der Proliferation
auf Linien erkldren. Auf einer Linie ist die Richtung der Proliferation vom
Hirnschnitt weg klar vorgegeben. Auf einer Gitterstruktur hingegen, gibt es in
regelmafligen Abstinden Verzweigungen, wodurch die radiale Ausbreitung

gebremst wird.

2. Wie bei dissoziierten neuronalen Zellen beeinflusst die Knotenweite den Grad der
Fokussierung auf die Knotenpunkte. Abbildung 4-22 B zeigt den Grad der
Fokussierung in Abhédngigkeit von der Knotenweite vergleichend fiir Linien und
Gitterstrukturen. Man erhdlt insgesamt ein dhnliches Ergebnis wie bei

dissoziierten Zellen: Bei Linienstrukturen steigt der Fokus stark mit der
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Knotenweite an. Nur 30 + 10 % der Zellen liegen auf 10 pym Knoten, aber 70 =9 %
auf 20 pm Knoten. Die Gitterstruktur hingegen fokussiert die Zellen unabhangig
von der Knotenweite auf die Kreuzungspunkte des Gitters. Der beobachtete
Fokus steigt nur um 1 % von 75 + 8 % bei 10 pm Knoten auf 76 + 5 % bei 20 pm
Knoten.

3. Die Betrachtung des Uberwuchses ergibt (Abbildung 4-22 C), dass Linien und
Gitterstrukturen unterschiedlich anfillig fiir nicht neuronalen Uberwuchs sind.
Absolut betrachtet ist der Uberwuchs bei Gitterstrukturen wesentlich starker als
bei Linienstrukturen. Und auch die relative Steigerung des Uberwuchses mit
wachsender Knotenweite ist bei Gitterstrukturen starker ausgepragt. Bei den
untersuchten Linienstrukturen war bei 10 pym Knoten durchschnittlich nur eine
Flache von 10 + 20 % des Beobachtungsfensters von Uberwuchs bedeckt. Auch
bei 20 um Knoten war die Flache nicht grofer als 18 £ 25 %. Gitterstrukturen
hingegen zeigten bei 10 pum Knoten mit 30 & 25 % einen deutlich stdarkeren
Uberwuchs, der bei 20 pum Knoten mit 58 + 25 % auf mehr als die Halfte der

Flache anstieg.

Betrachtet man die Ergebnisse aus Punkt 2 und 3 gemeinsam, so kommt man zu dem
Schluss, dass sich fiir Linienstrukturen die besten Ergebnisse mit grofien (20 yum)
Knoten erzielen lassen. Gitternetze hingegen werden am effizientesten mit kleinen
(10 pm) Knoten erstellt. Aus Punkt 1 geht hervor, dass Linienbreiten von 4 ym und
6 pm am besten geeignet sind um eine ausreichende Proliferation von neuronalen

Zellen in die Struktur zu gewdhrleisten.

Fiir elektrophysiologische Experimente (siehe Kapitel 5) wurden insbesondere

Strukturen mit diesen Parametern eingesetzt.
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4.4.3 Komplexe neuronale Schaltkreise

Fasst man die erzielten Ergebnisse aus Punkt 4.4.1 und 4.4.2 zusammen, so erscheint
es moglich, neuronale Zellen auf einer kiinstlichen Substratoberflache definiert zu
einem funktionalen Schaltkreis zusammenzusetzen. Erste Versuche hierzu wurden
mit der Zellinie MzN und einigen ausgewdhlten Strukturen aus Stempelkategorie 4
durchgefiihrt. Knotenpunkte mit einem Durchmesser von 20 pm definieren dabei
die Position der Zellen, 2 ym diinne Linien legen die Pfade der Neuriten fest, und
durch gezielte einseitige Unterbrechung der Linien wird die Polaritdt der
auswachsenden Neuriten als Axon oder Dendrit gesteuert. In Abbildung 4-23 sind
drei Beispiele dargestellt: Eine Paralellschaltung von bis zu 3 Zellen (A), eine
Reihenschaltung von bis zu 3 Zellen mit Riickkopplungszweig (B) sowie eine

baumartige Kaskade von Zellen (C). Wie die Mikroskopieaufnahmen in Abbildung

Komplexe Schaltungen - Einige Beispiele

Struktur (&) Parallelschaltung {B) Ruckkoppluhg (C) Kaskade
« & pm Linien, « 4 pm Linien, « & pm Linien,
20 um knoten, 20 m Knoten, 20 um knoten,
S um Licken 5 pm Licken S um Licken
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Abbildung 4-23

Exemplarische Beispiele neuronalen Wachstums in komplexen Netzwerken.

(A) Phasenkontrastbild einer Paralellschaltung von Zellen an Tag 1.

(B)  Phasenkontrastbild von Zellen in einer Reihenschaltung mit Riickkopplungsschleife an Tag 1.
(C) Phasenkontrastbild einer Zellkaskade an Tag 1.
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4-23 zeigen, folgen die Zellen mit ihrem Wachstum auch diesen komplexen

Strukturen.

Verglichen mit den regelmaéfigen, sich vielfach in x- und y- Richtung
wiederholenden Strukturen in Linien- oder Gitterform ist die Redundanz komplexer
Strukturen auf der Substratoberflache viel kleiner. Je mehr Zellen in einem
Netzwerk definiert verschaltet werden sollen, desto geringer ist die Fehlertoleranz.
Bedingt durch unvollstandigen Stempeliibertrag oder ungleichméflige Zellaussaat
kommt es aber bei fast jedem Substrat zu Fehlstellen im resultierenden Netzwerk. Ist
in einer einfachen Linienstruktur eine Liicke, so kann man die Bereiche rechts und
links neben der Liicke immer noch als Linienstruktur betrachten. Ist hingegen eine
Zellkaskade in der Mitte unterbrochen, so sind bestenfalls noch Fragmente der
Struktur zu gebrauchen. Aus diesem Grund ist die Ausbeute bei komplizierten

Strukturen deutlich reduziert gegeniiber einfachen Linien- oder Gitterstrukturen.

Ziel dieser Arbeit war insbesondere auch eine grundlegende elektrophysiologische
Charakterisierung strukturierter Netzwerke. Um hierzu mit akzeptabler Ausbeute
eine ausreichende Datenmenge zu erzielen wurden elektrophysiologische
Messungen im Rahmen dieser Arbeit ausschlieflich an einfachen Linien- und
Gitterstrukturen durchgefiihrt. Auf diesen Strukturen ist es gelungen synaptische
Kontakte nachzuweisen (siehe Kapitel 5). In zukiinftigen Arbeiten sollten auf Basis
dieser Ergebnisse elektrophysiologische Messungen unbedingt auch auf funktionale

Schaltkreise wie in Abbildung 4-23 ausgeweitet werden.
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5 Elektrophysiologische Messungen

Die Patch-Clamp Technik gestattet eine prazise Analyse der elektrophysiologischen
Eigenschaften von neuronalen Zellen. Wie in Kapitel 3 beschrieben, wird dazu das
Cytoplasma einer Zelle mit einer Mikropipette kontaktiert. In dieser Konfiguration
ist eine direkte Messung des Membranpotentials sowie der Ionenstrome durch die

Zellmembran moglich.

Die in dieser Arbeit erzeugten Netzwerke von Nervenzellen wurden mit Hilfe der

Patch-Clamp Technik auf zwei Wegen untersucht:

1. Die Ionenstrome einzelner Zellen wurden gemessen. Durch einen Vergleich der
Messdaten von Zellen auf Lamininstrukturen mit Daten von Zellen auf
unstrukturierten Kultursubstraten sind Riickschliisse auf eine Wechselwirkung

zwischen Substratstruktur und elektrophysiologischen Eigenschaften moglich.

2. Mit mehreren Patch-Clamp Verstarkern wurden bis zu drei Zellen gleichzeitig
kontaktiert. Durch die Stimulation einer Zelle bei simultaner Beobachtung der
anderen Zellen kann auf diesem Wege eine Kopplung im Netzwerk detektiert

und analysiert werden.

Im Folgenden sind die durchgefiihrten elektrophysiologischen Versuche und
Messergebnisse beschrieben. Zundchst werden vorbereitende Einzelmessungen an
den Zellinien Mz1, MzN und P19 diskutiert. Daran schlieflen sich Messergebnisse
an, die in Einzelmessungen an primdren Neuronen aus Hirnschnitten gewonnen
wurden. Den Schwerpunkt des Kapitels bildet schliefSlich die Detektion, Analyse
und Interpretation von Zell-Zell Kopplungen zwischen benachbarten Zellen in den

erzeugten Netzwerken.
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5.1 Zellinien Mz1, MzN und P19

Neuronale Zellinien zeichnen sich gegentiber Primérkulturen vor allem durch eine
grofie Stabilitdt der Kultur tiber zahlreiche Versuche aus (siehe auch Kapitel 2). In
dieser Arbeit wurden Zellinien aus diesem Grund fiir Vorversuche zur

systematischen Optimierung der Strukturen zur Netzwerk-Erzeugung verwendet.
Wie in Kapitel 4 beschrieben, wurden dabei in Versuchsreihen mit den neuronalen

Zellinien Mz1, MzN und P19 geeignete Stempelstrukturen identifiziert.

Um zu tiberpriifen, dass die beobachteten Zellen tatsachlich neuronaler Natur waren,
erfolgten parallel zur Wachstumsbeobachtung Patch-Clamp Messungen an einzelnen

Stichproben der Substrate.

Der elektrophysiologische Nachweis von spannungssensitiven Na'- und K'-
Ionenkanidlen in Verbindung mit der Stimulation von Aktionspotentialen erlaubt es,
Zellen sicher als Neuronen zu identifizieren. Insondere ist auf diesem Weg auch eine
Abgrenzung von morphologisch dhnlichen Gliazellen moglich. Diese weisen zwar
ebenfalls K'-, und vereinzelt auch sehr viel schwachere Na'- Kanile auf,
Aktionspotentiale konnen bei Gliazellen jedoch in keinem Fall ausgelost werden

[Banker, 1998].

In Abbildung 5-1 sind die Ergebnisse einer Stichprobe bei Mz1 Zellen an Tag 3 nach
neuronaler Differenzierung dargestellt. Abbildung 5-1 A zeigt zwei Bilder der Zellen
auf einer mit Laminin strukturierten Substratoberflache. Man erkennt deutlich, dass
die Zellen wie auf einer Perlenschnur aufgereiht, entlang der aufgestempelten Linien
aus Laminin wachsen. Das zweite Bild zeigt einen vergrofierten Bildausschnitt. Die

untersuchte Zelle ist in einen Kreis eingerahmt.

Die zugehorige Patch-Clamp Messung im VC-Modus (Abbildung 5-1 B), ausgehend
von einer Membran-Haltespannung von -50 mV, zeigt deutliche Anteile von Na'-
und K'- Stromen, mit ~ 200 pA Na'-Anteil bei einer Depolarisation der Zellmembran
um +40 mV und ~ 550 pA K'- Anteil bei einer Depolarisation um +100 mV. Im
CC-Modus konnten Aktionspotentiale stimuliert werden.

Bei der untersuchten Zelle handelt es sich also eindeutig um eine neuronale Zelle.
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Elektrophysiologische Messung an Mz1 Zellen
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Abbildung 5-1

Beispiel einer Patch-Clamp Messung an Mz1 Zellen am dritten Tag nach neuronaler Differenzierung.
(A) Wachstum der Zellen auf Linien aus Laminin.

(B)  Elektrophysiologische Messung im VC-Modus.

In Analogie zu frither durchgefiihrten Untersuchungen an der Zellinie Mz1 [Berger,
1997], wurde auch bei den elektrophysiologischen Stichproben an Mz1-Neuronen in
dieser Arbeit eine deutliche Steigerung der Na'- und K- Strome mit der Kulturdauer
beobachtet. Maximal wurden Na'-Strome von 1 nA und K'-Strome von 1,5 nA
gemessen. Die Signale erreichten jedoch in keinem Fall eine Starke mehrerer nA
welche regelméfiig bei primér isolierten Neuronen aus Hirnschnitten beobachtet

werden konnte.

Abbildung 5-2 zeigt das Ergebnis einer Stichprobe an neuronal differenzierten P19
Zellen. In dem dargestellten Beispiel wurden P19 Zellen auf einem homogen mit
Laminin beschichteten Kontrollsubstrat an Tag 14 nach neuronaler Differenzierung

untersucht.

Die zugehorige Patch-Clamp Messung im VC-Modus (Abbildung 5-2 B), ausgehend

von einer Membran-Haltespannung von -70 mV, zeigt wie bei der zuvor betrachteten
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Elektrophysiologische Messung an P19 Zellen
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Abbildung 5-2

Beispiel einer Patch-Clamp Messung an P19 Zellen am zehnten Tag nach Aussaat auf dem
Kultursubstrat (14 Tage nach neuronaler Differenzierung).

(A) Wachstum auf einer homogen mit Laminin beschichteten Substratoberfléache.

(B)  Elektrophysiologische Messung im VC-Modus.

Messung an einem Mz1-Neuron, deutliche Anteile von Na'- und K'- Stromen. Die
Ionenstrome betrugen ~ 600 pA Na'-Anteil bei einer Depolarisation der
Zellmembran um +60 mV und ~ 800 pA K- Anteil bei einer Depolarisation um
+100 mV. Im CC-Modus konnten auch bei dieser Zelle Aktionspotentiale stimuliert

werden.

Die untersuchte Zelle zeigt also wiederum eindeutig neuronale Eigenschaften.

Eine statistische Auswertung der Messergebnisse aller untersuchter P19-Neuronen
an Tag 7 und Tag 14 nach neuronaler Differenzierung ergibt auch fiir das P19-

Zellsystem eine deutliche Steigerung der neuronalen Eigenschaften mit der

Kulturdauer:
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— Am7. Tag nach neuronaler Ausdifferenzierung wurden nur schwache
Natriumkandle mit I, = 180 + 150 pA und I, = 260 + 140 pA gemessen.

Aktionspotentiale konnten nur in ~ 30 % aller Stichproben stimuliert werden.

— Nach 14 Tagen hatten ~ 90 % der untersuchten Zellen die Fahigkeit zur
Ausbildung von Aktionspotentialen. Die durchschnittlichen Ionenstrome

betrugen I, = 760 = 570 pA und I, = 610 £ 350 pA.

Die bereits nachgewiesene Fahigkeit von P19-Neuronen zur Bildung von echten
physiologischen Synapsen [Finley, 1996] macht eine Verwendung der Zellinie fiir
Experimente mit kiinstlichen Netzwerken sehr interessant. Simultane
elektrophysiologische Messungen an mehreren Neuronen zum Nachweis
synaptischer Kontakte wurden in dieser Arbeit jedoch auf Kulturen mit primar
isolierten Neuronen beschrankt. Daher ist an dieser Stelle keine Aussage tiber die
Fahigkeit von P19-Neuronen zur Synapsenbildung auf strukturierten Substraten
moglich. Fine Ausdehnung zukiinftiger Versuche auch auf P19-Neuronen erscheint

aber vielversprechend.
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5.2 Primare Neuronen aus Hirnschnitten

Systematische elektrophysiologische Messreihen an Neuronen auf strukturierten

Substratoberflachen wurden auf Basis des in Kapitel 2 beschriebenen neuronalen

Zellsystems aus Hirnschnitten embryonaler Ratten durchgefiihrt. Ziel der

Untersuchungen war der Nachweis und die Charakterisierung synaptischer

Kopplung in kiinstlich strukturierten Netzwerken.

Die Verwendung von Hirnschnitten fiir die neuronale Priméarkultur stiitzt sich auf

folgende Uberlegungen und Fakten:

1. Neuronale Zellen in Hirnschnitten wachsen und differenzieren unter

Kulturbedingungen weiter, vergleichbar zu in vivo Bedingungen [Annis, 1993].
Alle wesentlichen Typen von Neuronen und Gliazellen konnen in den Kulturen

nachgewiesen werden [Gahwiler, 1984; Caeser, 1989; Streit, 1989].

. Gewebeschnitte zeichnen sich gegeniiber dissoziierten Kulturen allgemein durch
eine groBere Ahnlichkeit zu in vivo Bedingungen aus. So wird beispielsweise bei
hippocampalen Kulturen von einem natiirlicheren Verhdltnis pyramidaler
Neuronen zu Granule Zellen berichtet [Hoch, 1986]. Fiir Kulturen aus dem
Hirnstamm von Ratten wurde eine besondere Ahnlichkeit der elektrischen

Membraneigenschaften zu in vivo Bedingungen beschrieben [Lohrke, 1998].

. Die Schiadigung der Zellen bei der Préparation ist gegeniiber dissoziierten
Kulturen deutlich geringer. Es werden keine die extrazelluldre Matrix und die
Zellmembranen schadigenden Verdauungsenzyme wie Trypsin zur Vereinzelung
der Zellen eingesetzt. Einzig die Zellen, welche unmittelbar an der Schnittkante
liegen, werden beim Schnitt des Gewebes verletzt. Insgesamt kann bei
Hirnschnitten von einer weitgehenden Unversehrtheit aller Zellen sowie von

einer Konservierung des intakten Zellverbandes ausgegangen werden.

. Die genauen Voraussetzungen fiir die Bildung von Synapsen im ZNS sind bis
heute noch weitgehend unverstanden [Kandel, 1991]. An Synapsen im PNS
konnte zwar inzwischen das Protein "Agrin" als zentraler Botenstoff der

Synaptogenese identifiziert werden [McMahan, 1992; Bowe, 1995], die
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Mechanismen der Synaptogenese im ZNS sind aber weitaus komplexer und
lassen sich nach neueren Erkenntnissen nicht alleine auf Basis von Agrin erkldren
[Kroger, 2001]. Es ist daher bis heute nicht moglich, Synaptogenese in Kultur
durch Zugabe entsprechender Botenstoffe zu stimulieren.

Innerhalb des intakten neuronalen Zellverbandes eines Hirnschnittes jedoch,
sollte die Synthese etwaiger fiir die Synaptogenese erforderlicher Botenstoffe auf

nattirliche Weise auch in Kultur erfolgen.

5. Die Auswahl der Region des Hirnstamms als Ursprungsgewebe fiir die Schnitte,
wurde vor allem im Hinblick auf eine Ubertragung des Zellmodells auf
Sensorchips (siehe hierzu auch Kapitel 6) gewéhlt [Ingebrandt, 2001]. Im
Hirnstamm sind Motorneuronen mit einem grofien Anteil vertreten.
Motorneuronen zeigen spontane Aktivitdt [Banker, 1998]. Dadurch ist wie bei
spontan schlagenden Herzmuskelzellen, eine extrazelluldre Ableitung der Signale

ohne Fremdstimulation méglich.

In Abbildung 5-3 sind die elektrophysiologischen Signale einer Messung an drei
Neuronen aus einer 16 Tage alten Kultur dargestellt. Wie erwartet zeigen die
Neuronen starke spontane Aktivitdt. In der Langzeitaufnahme (Abbildung 5-3 A)
erkennt man bei allen drei Zellen eine unregelméfiige Folge von Aktionspotentialen

im Abstand von Sekundenbruchteilen bis Sekunden.

Betrachtet man den Signalverlauf in einem kleinen Zeitfenster von 100 ms
(Abbildung 5-3 B), so erkennt man neben voll ausgepragten Aktionspotentialen bei
Zelle 2 in den Signalen von Zelle 1 und Zelle 3 auch schwéchere Depolarisationen
unterhalb der Ausloseschwelle fiir ein Aktionspotential (sog. Sub-Threshold-
Stimulationen). Diese Signale sind ein Indiz fiir vorhandene chemische Synapsen in

der Kultur.
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Spontane Aktionspotentiale an Tag 16
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Abbildung 5-3

Elektrophysiologischer Nachweis spontaner Aktionspotentiale an drei simultan vermessenen
Neuronen eines embryonalen Hirnschnitts an Kulturtag 16. Die Zellen wurden auf einem homogen
mit Laminin beschichteten Kontrollsubstrat kultiviert.

(A) Langzeitaufnahme iiber 10 Sekunden.

(B)  Einzelne Signale in einem Zeitfenster von 100 ms.

Die verwendete Hirnschnittkultur erfiillt also alle in sie gesetzten Erwartungen:

— Die untersuchten Zellen bilden Aktionspotentiale und sind nach ca. zwei Wochen
in Kultur spontan aktiv. Es handelt sich folglich um Neuronen mit voll
exprimierten Na'- und K'- Ionenkanélen. Aufgrund der spontanen Aktivitat

kann man auf die Anwesenheit von Motorneuronen in der Kultur schliefen.

— Der Nachweis von Sub-Threshold-Stimulationen ist ein wichtiges Indiz fiir
physiologisch aktive Synapsen. Es sollte daher moglich sein, funktionale

synaptische Kontakte in der Kultur nachzuweisen.

Auf Basis dieser positiven Ergebnisse wurden die Versuche auf strukturierte
Substrate ausgedehnt.
In einer Serie von Experimenten wurden Hirnschnitte wie in Kapitel 2 beschrieben,

unter immer gleichen Bedingungen auf homogen mit Laminin beschichteten
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Zeitliche Entwicklung der Kultur und des Membranpotentials
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Abbildung 5-4

Zeitliche Entwicklung von Hirnschnitt-Neuronen auf strukturierten Kultursubstraten.

(A) Neuronales Wachstum auf einem Laminingitter mit 6 ym Linien und 14 pm Knoten.
(B)  Grofie des Membranpotentials im Vergleich zu unstrukturierten Substraten.

Kontrollsubstraten sowie auf mit Mikrostempeln strukturierten Substratoberflachen
kultivert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden im Phasenkontrastmikroskop
Aufnahmen der Substrate angefertigt (Abbildung 5-4 A) sowie einzelne, aus dem
Schnitt auf die Substratoberfldche proliferierte Neuronen elektrophysiologisch
vermessen (Abbildung 5-4 B und Abbildung 5-5). Insgesamt wurden auf
Kontrollsubstraten 90 und auf Lamininstrukturen 63 Einzelmessungen durchgefiihrt.
Zum Nachweis von Gliazellen in der Kultur (Abbildung 5-6), wurden aufSerdem

Antikorperfarbungen auf Basis von anti-GFAP vorgenommen (siehe Kapitel 2).

In Abbildung 5-4 A kann man anhand von drei Momentaufnahmen an Tag 3, 4 und 7
nach Kulturbeginn, exemplarisch den zeitlichen Verlauf neuronalen Wachstums auf
einem strukturierten Substrat beobachten. Bereits an Tag 3 sind die Neuronen auf
den Knotenpunkten der Gitterstruktur plaziert. In den folgenden Tagen wird
verstdrktes Neuritenwachstum zwischen den Zellen entlang der Lamininpfade

beobachtet. Zwischen der zweiten und dritten Zelle von unten ist an Tag 3 noch
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keine Verbindung erkennbar, an Tag 4 wéchst ein Fortsatz zwischen beiden Zellen,
und an Tag 7 ist schliefilich eine durchgehende Verbindung' vorhanden. Dieser
zeitliche Ablauf ist mit kleineren Abweichungen reprasentativ fiir alle beobachteten
Substrate. Nach einer frithen Phase (Tag 2 - Tag 5) schneller Proliferation aus dem
Schnitt heraus auf Knotenpunkte der Lamininstruktur begann eine Phase starken
Neuritenwachstums (Tag 3 - Tag 8). Danach blieb die neuronale Struktur

weitgehend unverdndert.

In Abbildung 5-4 A ist aber auch noch eine weitere Verdnderung der Kultur zu
beobachten: An Tag 3 erscheinen die Zellkdrper noch deutlich hell im
Phasenkontrastbild, wohingegen die Zellen an Tag 7 dunkel erscheinen.
Patch-Clamp Messungen an solchen dunkel erscheinenden Neuronen waren nur sehr
eingeschrankt moglich, da sich bei diesen Zellen meist kein Gigaseal ausbildete oder
die Zellmembran nach Ausbildung des Gigaseals nicht gedffnet werden konnte. Eine
fiir statistische Auswertungen ausreichende Anzahl elektrophysiologischer
Messungen war an strukturierten Substraten daher nur bis Tag 16 moglich.

Auf homogen beschichteten Kontrollsubstraten, wurde dieser Effekt zwar auch

beobachtet, jedoch in deutlich geringerem Ausmaf.

Das Ergebnis der Messung des Membranpotentials an Neuronen auf strukturierten
Substraten und auf Kontrollsubstraten (Abbildung 5-4 B) zeigt, dass die Zellen nach
einer Woche, unabhingig von der Substratoberfldche, gleich grofie elektrische
Potentiale von -40 bis -50 mV aufbauen. Diese Grofle des Ruhepotentials ist in guter

Ubereinstimmung mit friiher vertffentlichten Messwerten an vergleichbaren

Kulturen [Lohrke, 1998].

Die Struktur der Oberfldche hat also offenbar keinen Einfluss das Ruhepotential. Die
Ionenkonzentrationen innerhalb und aufierhalb der untersuchten Zellen waren in
allen Experimenten gleich, determiniert durch die Zusammensetzung der Patch-
Clamp Losungen. Anhand der Goldmann Gleichung (siehe Kapitel 2) kann man

daher im Ruhezustand auf eine unverdanderte Gewichtung der

' Der optische Nachweis einer Verbindung lisst keinerlei direkten Schluss auf die Prisenz einer synaptischen
Verbindung zu. Er ist nur eine notwendige Voraussetzung fiir die Ausbildung einer Synapse.



5.2 Primare Neuronen aus Hirnschnitten 5-11

Membranpermeabilitidten P fiir die einzelnen Ionentypen Na’, K" und CI relativ

zueinander schlief3en.

Betrachtet man die Starke der Ionenstrome durch spannungsgesteuerte Na'- und K'-
Ionenkandle in beiden Zellsystemen (Abbildung 5-5), so erkennt man signifikante
Unterschiede zwischen Neuronen auf mit Laminin strukturierten Substraten und

Neuronen auf homogen mit Laminin beschichteten Kontrollsubstraten. Zwar ist die

lonenstrome auf Strukturen und Kontrollen
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Abbildung 5-5

Vergleich der Na'- und K- Ionenstrome von Neuronen auf strukturierten und unstrukturierten
Substraten.

(A) Zeitliche Entwicklung der Natriumstrome.
(B)  Zeitliche Entwicklung der Kaliumstréme.

relative zeitliche Entwicklung der gemessenen Na'- und K'- Strome gleich, die
absolute Grofle der Strome ist auf strukturierten Substraten gegeniiber Kontrollen
jedoch um einen Faktor 2 bis 3 reduziert. Die Verhdltnisse der Verringerung des

Na'- und K'- Stroms stimmen dabei im Rahmen der Fehlerbalken tiberein.
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Durch das Wachstum auf einer Lamininstruktur wird gegeniiber unstrukturiertem
Wachstum folglich eine gleichmafiige Abnahme von spannungsgesteuerter Na'- und

K- Permeabilitit der Membran bewirkt.

Alle vermessenen Kulturen basierten auf dem gleichen Zellsystem und die Substrate
waren jeweils mit dem gleichen ECM-Protein Laminin beschichtet. Die Typen der
von den Zellen exprimierten Na'- und K'- Kanéle sollten sich daher nicht
grundsatzlich unterscheiden. Fiir die Reduzierung der Ionenstréme auf

strukturierten Substraten gibt es folglich nur zwei mdogliche Erklarungen:

— Entweder haben die Zellen, aufgrund der durch die Struktur festgelegten
raumlichen Ausdehnung, eine insgesamt kleinere Oberfldache, und daher in der

Summe weniger Ionenkandle bei unveranderter Oberfldchendichte der Kanéile,

— oder aber, die Dichte der aktiven Ionenkanile in der Membran ist reduziert;
moglicherweise durch eine geringere Anzahl von Ionenkanélen in der Membran

insgesamt, oder durch Blockade vorhandener der Ionenkanéle.

Beide Erkldarungen stellen keinen Widerspuch zu der weiter oben gefundenen
Konservierung des Ruhepotentials dar. Das Ruhepotential wird nur von der
relativen Zahl von Kandilen zueinander beeinflusst, nicht aber von deren

Absolutanzahl.

Die erste Moglichkeit kann man anhand eines Vergleichs der Membrankapazitdten’

ausschlieflen. Die Kapazitat einer Zellmembran C,,  ldsst sich mit dem Modell eines

Mem
Plattenkondensators berechnen. Dies wird sofort anschaulich klar, wenn man sich
die Zellmenbran aufgetrennt und flach zwischen zwei Metallplatten ausgebreitet
vorstellt. Die Metallplatten ersetzen in diesem Bild die elektrisch leitfahige
intrazelluldre und extrazellulare Losung. Der Abstand der Platten ist dann durch die
Dicke d der Zellmembran festgelegt, die Plattenausdehnung durch die Flache A der

Zellmembran. Die elektrischen Eigenschaften des Plattenzwischenraums ergeben

sich aus den Eigenschaften der Zellmembran.

? Vor jeder Patch-Clamp Messung wird bei der Kompensation des Patch-Clamp Verstirkers auch die
Membrankapazitat ermittelt.
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Fiir die Kapazitdt C,,,, dieser Anordnung gilt in Analogie zu einem physikalischen
Plattenkondensator:
4 .
Crtem = €€ 7 Gleichung 5-1

C = Kapazitit der Zellmembran [F]

£ Relative Dielektrizititskonstante der Zellmembran [1]
g = Vakuum-Dielektrizititskonstante [F/m]

A = QOberfliche der Zellmembran [m?]

d = Dicke der Zellmembran [m]

Die Membrankapazitit C,,  ist also direkt proportional zur Membranoberflache A.

Bei unverdanderten Werten fiir € und d (beide Parameter sind durch die spezifischen
Eigenschaften des Systems "Zell-Lipidmembran" in engen Grenzen festgelegt), kann
man folglich von der Membrankapazitdt unmittelbar auf die Membranflache
schlieflen.

Die durchschnittliche Membrankapazitit der gemessenen Zellen auf

Kontrollsubstraten war mit C,, =21+ 13 pF gleich dem Messwert C,,, =22 + 15 pF

Mem

auf strukturierten Substraten. Die Grofie der Membranoberflachen stimmt daher

ebenfalls iiberein.

Betrachtet man dieses Ergebnis im Kontext zu der oben anhand von Abbildung 5-4 A
diskutierten morphologischen Entwicklung, so liegt es nahe die Abnahme der
Ionenstrome durch eine Form von nicht-neuronalem Uberwuchs zu erkliren,
welcher die Zellen dunkel erscheinen ldsst und Ionenkanéle verschliefit. Als
moglicher Ursprung eines derartigen Uberwuchses kommen insbesondere Gliazellen
in Frage, welche auf strukturierten Substraten Neuriten und ganze Neuronen mit
einer Hiille aus Myelin umgeben kénnten. Glia-Uberwuchs wird auch in [Banker,

1998] als eine mogliche Ursache fiir erschwerte Patch-Clamp Bedingungen angefiihrt.

Das Ergebnis einer Glia-spezifischen Antikorperfarbung mit dem Antikorper anti-
GFAP stiitzt diese Theorie. Abbildung 5-6 zeigt Mikroskopieaufnahmen der
gefarbten Substrate im Phasenkontrast- und Fluoreszenzmodus. Gliazellen

erscheinen in den Aufnahmen mit griiner Fluoreszenz.

Es wurden wieder Kontrollsubstrate (Abbildung 5-6 A) und strukturierte Substrate

(Abbildung 5-6 B) miteinander verglichen. In beiden Féllen kann man Gliazellen
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Antikérperfirbung zum Test auf Glia-Uberwuchs

(A) Phasenkontrast
Kontroll- It T
substrat

B)
Laminin-
struktur

100 prm ] B ] <4_3_CB_SQ1 ¥

* Gliazellen grin.
** Zellkeme blau, Gliazellen Grin.

Abbildung 5-6

Antikorperfarbung mit anti-GFAP identifiziert Gliazellen in der Kultur.

(A) Nachweis von Gliazellen (griin) auf einem homogen mit Laminin beschichteten
Kontrollsubstrat.

(B) Nachweis von Gliazellen (griin) auf einer Lamininstruktur mit 6 ym Linien und 14 um Knoten.
Zellkerne wurden blau mit einem DNA-Marker angefarbt.

erkennen, welche aus dem Hirnschnitt heraus auf die Substratoberfldche gewachsen
sind. Auf dem strukturierten Substrat folgt der Glia-Bewuchs der gestempelten
Lamininstruktur. Entscheidend ist die Beobachtung, dass auf dem Kontrollsubstrat
nicht alle Neuronen (dunkle Punkte) von Gliazellen tiberwachsen sind, wohingegen
das strukturierte Substrat entlang der Lamininstrukturen vollstandig von Gliazellen
bedeckt ist. Dies liegt moglicherweise an den begrenzten

Ausbreitungsmoglichkeiten der Gliazellen auf der Lamininstruktur.

Die beobachtete starke Abschwéchung der Ionenstrome bei strukturierten Substraten
ist also offenbar tatsdchlich auf eine Uberdeckung der Neuronen mit Gliazellen

zurickzufiihren.

Auch durch die Zugabe anti-mitotischer Agentien, wie z.B. ARA-C, in das

Kulturmedium ist es nicht gelungen, den Uberwuchs der Strukturen mit Gliazellen
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vollstandig zu verhindern. Allerdings konnte der Zeitpunkt vollstindigen

Uberwuchses von ~ 1 Woche ohne Zugabe von ARA-C auf maximal 2 % Wochen mit

ARA-C herausgezogert werden.



5-1

6 5 Elektrophysiologische Messungen

5.3 Zell-Zell Kopplung

Eine Kopplung zwischen neuronalen Zellen wurde unter gleichzeitiger Verwendung

von zwei oder drei Messkanélen des Patch-Clamp Verstarkers detektiert. Der Ablauf

der Messungen war dabei wie folgt:

1.

Zundchst wurde mit Hilfe des Mikroskops eine geeignet erscheinende
Anordnung von zwei oder drei neuronalen Zellen gesucht. Kriterium fiir die
Auswahl war die Anordnung mehrerer Neuronen in unmittelbarer
Nachbarschaft und mit deutlich erkennbaren Verbindungen. Auf strukturierten
Substraten wurde aufierdem die Qualitdt der Zell-Anordnung auf der Struktur

bewertet.

Die ausgewihlten Zellen wurden dann gleichzeitig, unter Verwendung mehrerer

Patch-Clamp Messkopfe, jeweils mit einer Patch-Clamp Pipette in Whole-Cell

Stimulationsfolge zum Test auf Kopplung S Reobachtung

Stimulation

Wiederholung

L (A) Stimulationspuls an Zelle 1 >> (B) Stimulationspuls an Zelle 2

Beobachtung von Zelle 2 Beobachtung von Zelle 1

Zelle 1 - N

t

Zelle 2 | — i >

t

Abbildung 5-7

Eine mogliche Kopplung zweier Zellen wird durch alternierende Stimulation unter Beobachtung der
jeweils unstimulierten Zelle detektiert.

(A) Testauf Kopplung von Zelle 1 nach Zelle 2.

(B)

Test auf Kopplung in die entgegengesetzte Richtung von Zelle 2 zu Zelle 1.
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Konfiguration kontaktiert. Die einzelnen Kanidle des Patch-Clamp Verstarkers

wurden dabei wie in Kapitel 3 beschrieben kompensiert’.

3. Schliefilich erfolgte der eigentliche Test auf Kopplung durch abwechselnde
Stimulation der kontaktierten Zellen und gleichzeitige Beobachtung der
Messignale aus den nicht stimulierten Zellen. Abbildung 5-7 zeigt das
Messprinzip und den zeitlichen Ablauf der programmierten

Stimulationssequenz.

5.3.1 Kopplungstypen

Im Verlauf der Experimente wurden mehrere hundert Messungen an Zellen auf
strukturierten Substraten sowie auf homogen mit Laminin beschichteten
Kontrollsubstraten durchgefiihrt. Drei unterschiedliche Typen der Kopplung
wurden in diesen Messungen beobachtet. Abbildung 5-8 zeigt fiir jeden

Kopplungstyp eine typische Zell-Konfiguration mit den zugehorigen Messignalen:

1. Ohm'sche Kopplung (Abbildung 5-8 A). In diesem Fall bestand eine elektrisch
leitende Verbindung zwischen zwei Zellen. Eine an Zelle 1 angelegte
Gleichspannung U, hatte eine um den Faktor X, proportionale
Spannungsdnderung U, in Zelle 2 zur Folge. Kopplungskoeffizienten bis zu
Xy > 50 % waren moglich. Wurde eine Ohm'sche Kopplung von Zelle 1 nach
Zelle 2 gemessen, so war stets auch eine Kopplung in der Gegenrichtung von

Zelle 2 zu Zelle 1 nachweisbar.

2. Kapazitive Kopplung (Abbildung 5-8 B). Waren zwei Zellen kapazitiv
miteinander gekoppelt, so hatte ein in Zelle 1 induzierter Spannungssprung
zeitgleich eine kapazitive Spannungsspitze in Zelle 2 zur Folge. Die Starke der
kapazitiven Kopplung war in den meisten Fallen sehr schwach (X, <1 %, bei
einem Spannungssprung mit 2 ps Anstiegszeit in Zelle 1). Kapazitive Kopplung

war wie Ohm'sche Kopplung immer auch in der Gegenrichtung moglich.

* Um Stérungen der Kompensation durch Kopplung an die anderern Messkanéle in den benachbarten Zellen zu
vermeiden, wurde jeweils nur der aktuell kompensierte Kanal im VC-Modus betrieben. Die anderen Kanéle
wurden fiir die Dauer der Kompensation mit 0 pA Haltestrom in den CC-Modus geschaltet.
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Kopplungstypen und Signalformen

Zelle 1

Prinzip Konfiguration Messignale* Zelle 2
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* Jeweils Zelle 1 stimuliert. ** Signal x10 verstarkt.

Abbildung 5-8

Drei grundsitzlich verschiedene Kopplungstypen wurden identifiziert.

(A) Ohm'sche Kopplung tiber eine elektrisch leitfahige Verbindung des Zell-Cytoplasmas beider
Zellen.

(B) Kapazitive Kopplung tiber die Kontaktkapazitit eng aneinanderliegender Bereiche der
Zellmembranen.

(C) Funktionale Kopplung an einer physiologisch aktiven Synapse. Zeitverzogerte

Signaliibertragung auf Basis von Neurotransmittern.

3. Funktionale Kopplung (Abbildung 5-8 C). In diesem Fall waren beide Zellen bei
schwacher préasynaptischer Stimulation elektrisch voneinander isoliert, die
Stimulation eines Aktionspotentials in Zelle 1 hatte jedoch mit einem
charakteristischen Zeitversatz weniger Millisekunden eine elektrische
Depolarisation der postsynaptischen Zelle zur Folge.

Die Kopplung war stets gerichtet, d.h. Signaliibertragung war nur in einer

bestimmten Richtung moglich.

5.3.2 Prinzip Ohm'scher Kopplung
Das Prinzip der Ohm'schen Kopplung basiert auf einer leitenden Verbindung des
Cytoplasmas der gekoppelten Zellen. Dabei sind jedoch nicht die Zellmembranen

mehrerer Zellen fusioniert, sondern die elektrische Verbindung wird tiber permanent
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geoffnete, wassergefiillte und ionendurchldssige Transmembranporen, sog. Gap
Junctions, hergestellt (siehe auch Kapitel 2). Diese Verhalten sich elektrisch wie ein
Ohm'scher Widerstand R, ... zZwischen den Zellen [Kandel, 1991]. Ohm'’sche

Kopplung wurde als wichtiges Schaltungselement in funktionalen Netzwerken von

Nervenzellen nachgewiesen [Carew, 1976].

Die Leitfahigkeit einzelner Gap Junctions liegt in der Gréfsenordnung von ~100 pS
[Neyton, 1985; Traub, 1994]. Je nach Anzahl der an der Kopplung beteiligten Gap
Junctions, ist eine Gesamtleitfahigkeit in der Groflenordung von einigen nS messbar

[Bennett, 1967; Neyton, 1986].

5.3.3 Prinzip kapazitiver Kopplung

Bei kapazitiver Kopplung ist keine direkte elektrische Leitfadhigkeit zwischen den
untersuchten Zellen nachweisbar. Das Cytoplasma kapazitiv gekoppelter Zellen ist
nicht leitend verbunden, sondern wird auch im Kontaktbereich durch die

Zellmembranen isoliert.

Die Messignale kapazitiver Kopplung konnen tiber ein kapazitives Leck zwischen
beiden Zellen erklédrt werden. Liegen die Zellmembranen zweier Zellen, bzw. des
Axons einer Zelle und eines Dendriten der anderen Zelle auf einer hinreichend
grofien Flache dicht genug aneinander, so wird zwischen beiden Zellen eine

signifikante Kontaktkapazitiat C gebildet. Andert sich die Membranspannung in

Kontakt

Zelle 1, so 1adt diese Spannungsdnderung die Kontaktkapazitét tiber den

Membranwiderstand R, , der zweiten Zelle auf. Die Folge ist eine messbare

Mem?2

Spannungsdnderung in Zelle 2.

Das Zeitverhalten des Ladevorgangs wird durch die Zeitkonstantet=R,,, *C

Kontakt

bestimmt. Man kann daraus C ermitteln. Fiir die Messung in Abbildung 5-8 B

~ 1,4 pF.

Kontakt

resultiert eine Kontaktkapazitit von C, .
5.3.4 Prinzip funktionaler Kopplung

Die Signaliibertragung an funktionalen Synapsen erfolgt, wie in Kapitel 2
beschrieben, nicht elektrisch sondern auf chemischem Weg.

Neurotransmittermolekiile werden prasynaptisch in den synaptischen Spalt
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ausgeschiittet, diffundieren zur postsynaptischen Membran, binden dort an
Rezeptoren und triggern so das Offnen ligandengesteuerter lonenkanile.
Insbesondere die Ausschiittung des Neurotransmitters verzogert dabei die
Signaliibertragung um Bruchteile von Millisekunden. Der Nachweis einer
konstanten Zeitverzogerung zwischen prasynaptischem Aktionspotential und
postsynaptischer Depolarisation ist daher ein sicheres Zeichen fiir funktionale

synaptische Kopplung.

Jede funktionale Kopplung hat auch eine kapazitive Komponente. Im Bereich des
synaptischen Spalts sind die Zellmembranen auf einer Fliche von ~ 0,25 ym? bis auf
einen Abstand von ~ 10 nm aneinander angendhert. Daraus resultiert analog zum
Fall rein kapazitiver Kopplung eine Kontaktkapazitt.

In einem vereinfachten Modell kann man die Grofse dieser Kapazitit leicht
abschitzen: Die spezifische Membrankapazitét einer typischen Nervenzelle betrédgt

Mem

ungefdhr C,, =1 pF/cm?[Katz, 1985]. Vernachlédssigt man den Einfluss des
synaptischen Spalts’, so ist die Kontaktkapazitit gleich der Reihenschaltung der
Membrankapazitidten beider sich beriihrender Zellmembranen, also

C = Chembranionar/ 2 - Die Kapazitdt der Zellmembran im Kontaktbereich kann man

Kontakt

tiber die Grofie des Kontaktbereichs direkt berechnen. Man erhilt als Endergebnis

C ~ 1 {F (1 Femtoferat = 10 F). Die kapazitive Kopplung an einer einzelnen

Kontakt

funktionalen Synapse ist folglich mindestens um einen Faktor 1000 schwécher als im

oben betrachteten Messbeispiel rein kapazitiver Kopplung in Abbildung 5-8 B.

5.3.5 Behandlung der Kopplungstypen

Der Beitrag kapazitiver Kopplung zur Signaliibertragung ist im Vergleich zu
funktionaler und Ohm'scher Kopplung sehr gering. In der Literatur wird von
keinem physiologisch relevantem Beispiel kapazitiver Kopplung berichtet. Von
einer Analyse der Messdaten rein kapazitiver Kopplung wird aus diesem Grund

abgesehen.

Ohm'sche und funktionale Kopplung hingegen haben eine zentrale Bedeutung fiir

die Funktion des Nervensystems [Kandel, 1991]. Sie bilden nachweislich die

* Innerhalb des synaptischen Spalts wird die Kopplung durch Ohm'sche Leckstréme abgeschwicht.
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Grundlage der Signaliibertragung zwischen Neuronen und ermoglichen so erst die

Entstehung funktionaler neuronaler Schaltkreise im ZNS.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang der Nachweis Ohm'scher Kopplung in einer
Vielzahl von Féllen sowohl auf homogenen als auch auf strukturierten Substraten.
Die Ergebnisse dieser Messungen konnten in Bezug zur verwendete Substratstruktur

gezielt analysiert werden.

Funktionale Kopplung wurde in den durchgefiihrten Experimenten nur in wenigen
Einzelfdllen beobachtet. Die begrenzte Menge der Messdaten reicht fiir eine
statistische Auswertung nicht aus, eine Betrachtung ausgewahlter Einzelmessungen

ist aber dennoch sehr aufschlussreich.

Im Folgenden wird ein physikalisches Modell eingefiihrt, um die elektrischen
Eigenschaften eines Systems aus zwei gekoppelten Zellen zu beschreiben. Auf Basis
dieses Modells werden im Anschluss die Messergebnisse der detektierten Ohm'schen

und funktionalen Kopplungen analysiert und diskutiert.
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5.4 Grundlagen der Kopplung

Bei der Diskussion der Kopplungstypen in Punkt 5.3 wurde bereits deutlich, dass
sich die Signaliibertragung bei Ohm'scher und kapazitiver Kopplung mit den
elektronischen Bauteilen Widerstand und Kondensator erkldren ldsst. Es liegt daher
nahe anzunehmen, dass das elektrische Verhalten eines Systems aus zwei
gekoppelten Zellen vollstindig mit einer geeigneten Schaltung passiver

elektronischer Bauelemente beschrieben werden kann.

In Punkt 5.4.1 wird die Theorie linearer Systeme als allgemeiner Formalismus zur
Beschreibung passiver elektronischer Schaltungen eingefiihrt. Im Anschluss wird in
Punkt 5.4.2 und 5.4.3 das verwendete Messverfahren zur elektrischen
Charakterisierung des Kopplungssystems beschrieben. Ein konkretes physikalisches
Kopplungsmodell wird in den Punkten 5.4.4 und 5.4.5 entwickelt. Die Grenzen der

Messgenauigkeit der Parameter dieses Modells werden in Punkt 5.4.6 diskutiert.

5.4.1 Zell-Zell Kopplung als lineares System

Besteht eine elektronische Schaltung ausschliefdlich aus passiven Bauelementen des
Typs Widerstand R, Kapazitat C und Induktivitdt L, so bildet sie ein lineares System.
Definiert man zwei beliebige Punkte 1 und 2 als Eingang X der Schaltung und zwei
weitere Punkte 3 und 4 als Ausgang Y, dann kann die Ubertragung eines Signals
vom Eingang X zum Ausgang Y in einem einfachen Formalismus beschrieben
werden. Dieser ist unabhédngig von der konkreten Form des Netzwerks. Wie in
Abbildung 5-9 A dargestellt, kann man ein lineares System daher als eine "Black-Box"

auffassen.

Linear ist ein beliebiges System mit einem Eingang X und einem Ausgang Y genau

dann wenn gilt:

Y(eX,+BX,)=aY(X,)+BY(X,) Gleichung 5-2

Y(X) =  Spannung am Ausgang der Black-Box in Abhingigkeit von der
Eingangsspannung X [V]

X, , Am Eingang der Black-Box angelegte Spannungen beliebiger Grofse [V]

o, f =  Dimensionslose Faktoren beliebiger GrofSe [1]
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Dies ist die Linearitdtsbedingung. Sie besagt, dass die Antwort Y der Black-Box auf
eine zusammengesetzte Eingangsgrofie X gleich der Summe aller Teilantworten auf
die einzelnen Teileingangsgrofien ist.

Fiir elektronische Schaltungen aus passiven Komponenten ist diese Bedingung
erfiillt. Widerstdnde, Kapazitdten und Induktivitdten bezeichnet man daher auch als
lineare Bauelemente. Fiir sie gilt das Ohm'sche Gesetz. Ihr Widerstand ist eine
ausschliefllich von der Frequenz abhédngige Konstante, unabhéngig von der

absoluten Grofie des Stroms und der Spannung,.

Enthélt eine Schaltung nichtlineare Bauelemente wie Dioden und Transistoren, so
konnen die Gesetze der Theorie linearer Systeme hingegen nicht angewendet
werden. In Bezug auf die Beschreibung des Systems "gekoppelte Zellen" heifit dies,
dass ausschliefilich Ohm'sche und kapazitive Kopplung als lineares System
beschrieben werden kénnen. Bei funktionaler Kopplung funktioniert dies aufgrund

der Nichtlinearitdt an der funktionalen Synapse nicht.

5.4.1.1 Theorie linearer Systeme

Die Theorie linearer Systeme, auch bekannt als Vierpoltheorie, beschreibt die
Signalverarbeitung in linearen Systemen allgemein. Definiert wird eine

Ubertragungsfunktion h(t) so dass gilt:

|Y(t) =h(t)* X (z) | _wobei ht) = X (£) = J.h(t ~ )X (r)dr Gleichung 5-3
Y(t) =  Spannung am Ausgang der Black-Box zum Zeitpunkt t [V]

X(t) =  Spannung am Eingang der Black-Box zum Zeitpunkt t [V]

* Faltungsprodukt

h(tt) = Ubertragungsfunktion im Zeitraum [1]

Die Antwort Y(t) des Systems zu einem beliebigen Zeitpunkt t wird berechnet als

Faltung der Ubertragungsfunktion h(t) mit dem Eingangssignal X(t).

Transformiert man das System mit einer Fouriertransformation vom Zeitraum in den
Frequenzraum, so transformiert das Faltungsprodukt in ein gewohnliches skalares

Produkt:
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|Y(a)) = h(a))X(a))| Gleichung 5-4
Y(w =  Spannung am Ausgang der Black-Box mit Frequenz @ [V]

X(w) =  Spannung am Eingang der Black-Box mit Frequenz w [V]
Waw =  Ubertragungsfunktion im Frequenzraum [1]

Im Frequenzraum ist die Beschreibung der Signaliibertragung deutlich einfacher.
Die Ubertragungsfunktion h(w) kann unmittelbar aus dem Quotienten von Y(®) und
X(w) gewonnen werden. Nach Riicktransformation von h(w) in den Zeitraum ist im

Anschluss die Beschreibung des Zeitverhaltens moglich.

Ein besonderer Vorzug des Frequenzraums liegt darin, dass Kapazitaten und
Induktivitdten mit den gleichen Rechenregeln wie Ohm'sche Widerstande durch
komplexe Widerstiande, den Impedanzen Z, beschrieben werden kénnen. Wie in

Abbildung 5-9 B dargestellt gilt fiir die einzelnen Bauteile:

—1 Gleichung 5-5
Z (o) =l . [Zl@=iel]  und Z,=R g
Z () = Komplexer Widerstand einer Kapazitit C bei Frequenz @ [£2]
Z () = Komplexer Widerstand einer Induktivitit L bei Frequenz w [£2]
Z, = Ohm'scher Widerstand; frequenzunabhingig [£2]

Der Phasenverschiebung von Strom und Spannung an den einzelnen Bauteilen wird
durch die komplexe Zahl i Rechnung getragen. Kennt man den Schaltplan eines
linearen Systems, so kann man anhand der komplexen Widerstdnde und mit Hilfe

der Kirchhoff'schen Gesetze unmittelbar die Ubertragungsfunktion h(w) ausrechnen.

Fiir einen Tiefpass (siehe Abbildung 5-9 C) erhilt man beispielsweise:

1 1 .
h(w)=——|mit ||(®)|=—x== — —arct R Gleichung 5-6
() oRC o1 mit ()| TR Tl |p(w) = —arctan(wRC)| g
h(w = Ubertragungsfunktion im Frequenzraum [1]
|h(a))| = Betrag der Ubertragungsfunktion im Frequenzraum [1]
(W) = Phase der Ubertragungsfunktion [°]
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Signalverarbeitung in linearen Systemen

(A) Lineares System als "Black-Box" (B) Schaltelemente im Frequenzraum

o—mmm—o Z,=R

o—f—o Zz.=°

“wC

o—EEm—o 7 -iol

Y(@X,+BX,)=aY(X,)+BY(X,) Y (@) = |h(@) X (@)
(C) Beispiel: Tiefpass O—7m
Q@) [} - < -0
1 R 3 oo
o—Il- o -90
Xl —I— C lY Bode-Plot 1 :
T @) |
o —0
2 4 0,11
0,1

Abbildung 5-9

Ein lineares System wird als "Black-Box" mit charakteristischer Ubertragungsfunktion h(w)
beschrieben.

(A) Allgemeine Form eines linearen Systems als "Black-Box".

(B)  Komplexe Widerstdnde und Ubertragungsfunktion h(®) im Frequenzraum.

(C) Das Frequenzverhalten eines linearen Systems am Beispiel des Tiefpass.

5.4.1.2 Analyse linearer Systeme

Physikalisch messbar sind nur der Betrag und die Phase der Ubertragungsfunktion.

|h(w)| erhdlt man aus den Amplitudenwerten von Eingangs- und Ausgangssignal:

h(w)| = (@) Gleichung 5-7

A

X (w)

X (w) Amplitude des Eingangssignals X [V]

Y (w) = Amplitude des Ausgangssignals Y [V]

Den Phasenwinkel @(w) bestimmt man aus der Phasenverschiebung zwischen beiden

Signalen.
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Weit verbreitet ist die graphische Darstellung von |h(a))| und @(w) in Form des

Bode-Plots. Dabei werden die beiden Grofien gegen den Logarithmus der Frequenz
aufgetragen. Beim Tiefpass in Abbildung 5-9 C knickt der Frequenzgang bei w =,
nach unten ab. Gleichzeitig erreicht der Phasenwinkel einen Wert von -45 °. @, ist

die Grenzfrequenz des Systems:

W, = 2C Gleichung 5-8

Im Folgenden wird fiir |h(a))| kurz h(w) geschrieben; gemeint ist immer der Betrag

der Ubertragungsfunktion im Frequenzraum. Mit h wird die Ubertragungsfunktion
des Systems fiir den Spezialfall h = h(w=0) einer Ubertragung von Gleichspannungen

bezeichnet.

Um den Schaltplan eines unbekannten linearen Systems zu ermitteln, kann man den
Frequenzgang von h(w) und ¢(®) durch direkte Messung bestimmen und diesen mit
simulierten Werten, berechnet aus Modellannahmen fiir die Schaltung, vergleichen.
Die freien Parameter des Modells konnen auf diesem Weg Schritt fiir Schritt
eliminiert werden. Die Phaseninformation ¢() ist dazu nicht in jedem Fall

erforderlich.

Enthadlt eine Schaltung, wie im Fall der Zell-Zell Kopplung, mehrere unbekannte
Grofien, so ist es hilfreich in einem ersten Schritt den Spezialfall ® = 0 zu analysieren.
Gemaf Gleichung 5-5 konnen alle Kapazititen in diesem Fall vernachldssigt werden.
Mogliche Induktivitdten werden durch eine feste Verbindung ersetzt. Die Schaltung
vereinfacht sich. Diese Form der Analyse wird im Folgenden als
Gleichspannungsanalyse bezeichnet. Im zweiten Schritt kénnen die Messungen
dann auf Wechselspannungen ausgedehnt werden. Hierfiir wird der Begriff

Wechselspannungsanalyse eingefiihrt.

5.4.2 Messkonfiguration
Sowohl der initiale Test auf Kopplung sowie ausfiihrliche Messreihen nach
Detektion einer Kopplung wurden durch Umschalten der einzelnen Messkanile

zwischen VC- und CC- Modus in verschiedenen elektrischen Konfigurationen
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Patch-Clamp Konfigurationen zur Kopplungsanalyse
Modus Zelle1*  Zelle 2** Art der Messung Ergebnis
(A) Voltage- Voltage- * Messung des postsynaptischen ¢ Leitfahigkeit der
VC-VC clamp (VC) clamp (VC) Stroms als Funktion der Kopplung
I prasynaptisch angelegten Gy, [S]
lu1 | | 2 Spannung
(B) Voltage- Current- * Messung der postsynaptischen  * Spannungs-
VC-CC clamp (VC) clamp (CC) Spannung als Funktion der Kopplungskoeffizient
prasynaptischen Spannung Xu12 [%]
U
l—1lﬁ> @JI_<|L> * Xu12 entspricht h12
(C) Current- Voltage- * Messung des postsynaptischen ¢ Strom-
CC-vC clamp (CC) clamp (VC) Stroms als Funktion des Kopplungskoeffizient
C_LQD | : prasynaptischen Stroms X2 [%]
(D) Current- Current- * Zeitanalyse der Ubertragung * Ubertragungszeit
CC-CC  clamp (CC) clamp (CC von Aktionspotentialen bei t,,[ms]
funktional gekoppelten Zellen
C_LQD * Postsynaptisch
induziertes Potential
U, [mV]
* Es wird jeweis Zelle 1 Stimuliert. ** Bei dreifach Messungen bezieht sich diese Spalte auch auf Zelle 3.

Abbildung 5-10

Unter Einbeziehung von VC- und CC-Modus beider Patch-Clamp Verstdrker werden fiir die
Untersuchung eines gekoppelten Zellpaares vier elektrische Messkonfigurationen ausgenutzt.
(A) VC-VC-Modus.

(B) VC-CC-Modus.

(C) CC-VC-Modus.

(D) CC-CC-Modus.

durchgefiihrt. In Abbildung 5-10 sind alle méglichen Messkombinationen in einer
Tabelle zusammengefasst. Bei Messungen an drei Zellen wurde jeweils nur eine
Zelle stimuliert und beide anderen Zellen beobachtet. Alle beobachteten Zellen

wurden immer im gleichen Messmodus betrieben.

Der VC-VC-Modus (Abbildung 5-10 A) ermdglicht die Messung des
postsynaptischen Stroms I, als Funktion der prasynaptisch angelegten Spannung U, .
Das Membranpotential beider Zellen wird von aufien durch die Messanordnung

vorgegeben. In dieser Konfiguration kann man die elektrische Leitfahigkeit G, der

Kopplung von Zelle 1 zu Zelle 2 bestimmen [Neyton, 1985]. Es gilt:



5-28 5 Elektrophysiologische Messungen

I Gleichung 5-9
G, = U_
1
G, = Leitfihigkeit von Zelle 1 zu Zelle 2 [nS]
I, = Gemessener Strom in Zelle 2 [pA]
U, = Angelegte Spannung an Zelle 1 [mV]

Weiterhin ist in dieser Konfiguration eine gezielte Messung postsynaptisch

induzierter stimulierender und inhibierender Strome moglich [Bi, 1998].

Der VC-CC-Modus (Abbildung 5-10 B) dient zur Messung der postsynaptisch
induzierten Spannung U, als Funktion der prasynaptisch angelegten Spannung U, .
Das Membranpotential der stimulierten Zelle 1 wird von aufSen durch die
Messanordnung vorgegeben. Die Membranspannung von Zelle 2 wird als
Messgrofse ermittelt [Neyton, 1986]. Aus dem Quotient von U, und U, kann man

einen Kopplungskoeffizient X, der Spannungsiibertragung von Zelle 1 zu Zelle 2

U12

bilden. Dieser entspricht im Bild der linearen Systemtheorie der

Ubertragungsfunktion h,, des Systems:

Xy =hy, = Y, Gleichung 5-10
Ul
X, = Spannungs-Kopplungskoeffizient von Zelle 1 zu Zelle 2 [1]
h, = Ubertragungsfunktion des linearen Systems "gekoppelte Zellen" [1]
U, = Gemessene Spannung in Zelle 2 [mV]
U, = Angelegte Spannung an Zelle 1 [mV]

Im CC-VC-Modus (Abbildung 5-10 C) wird die Kopplung der Strome untersucht. Es
wird der postsynaptisch in Zelle 2 induzierte Strom I, als Funktion des prasynaptisch
in Zelle 1 geleiteten Stroms I, gemessen [Carew, 1976]. Der Quotient von I, und I,

ergibt den Kopplungskoeffizienten X|,, der Stromiibertragung von Zelle 1 zu Zelle 2:

~

X, =2 Gleichung 5-11

1

X,, =  Strom-Kopplungskoeffizient von Zelle 1 zu Zelle 2 [1]
Gemessener Strom in Zelle 2 [mV]
I = Angelegter Strom an Zelle 1 [mV]

~
Il
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In der vierten und letzten Messkonfiguration, dem CC-CC-Modus (Abbildung

5-10 D), kénnen beide Zellen ihr Membranpotential frei &ndern und sind daher in
der Lage Aktionspotentiale auszubilden. Dieser Modus eignet sich zur Bestimmung
der synaptischen Ubertragungszeit t,, sowie der Amplitude von postsynaptisch

induzierten Potentialen U, bei funktional gekoppelten Zellen.

In allen Messmodi wurden jeweils nur relative Anderungen der postsynaptisch
gemessenen Spannungen und Strome als Reaktion auf prasynaptisch angelegte

Signale betrachtet.

5.4.3 Messverfahren

Die Vermessung der elektrischen Eigenschaften jedes einzelnen untersuchten
Systems gekoppelter Zellen erfolgte nach einem einheitlichem Ablauf. Dadurch
sollte die Vergleichbarkeit der Messdaten fiir statistische Auswertungen
sichergestellt werden. Nur wenn eine funktionale Kopplung vorlag wurde von
diesem Standard abgewichen (siehe hierzu Punkt 5.6). Der gesamte Messprozess

umfasst drei Teilschritte, welche im Folgenden beschrieben sind:

Im ersten Schritt werden nach Herstellung der Whole-Cell Konfiguration Messdaten
im VC-VC-Modus und im VC-CC-Modus erfasst (Abbildung 5-11). Dabei werden
durch abwechselnde Stimulation beider’ untersuchter Zellen insgesamt vier

Datensédtze aufgenommen.

* Werden gleichzeitig 3 Zellen untersucht, so werden drei anstelle von zwei Einzelmessungen in jeder
Konfiguration durchgefiihrt. Auch in alle spéteren Berechnungen ist dann immer der dritte Messkanal
einbezogen.
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Messverfahren - Teil 1: Datenerfassung

1.1 Messung in mehreren 1.2 Datenexport in
Konfigurationen relationale Datenbank
[VC-VCT
C-CC DC - Datentabelle
(A) DC Stimulierte Zelle Gemessene Zelle [ Schliisseldaten Zele1 [ Zelle2
Messung 0 [Experiment [Modus [zeit (ms] Uy ImVI Ti; TpAT [Us ImVI 1, [oAT |
‘ V212_s2_1|DC_VCVC 0 502 42 496 22
V212_s2_1|DC_VCVC 01 501 47 494 37
20 V21-2_s2_1 DC_VCVC 0,2 -50,4 3,8 -50,3’ 1,9

mm V21-2_s2_1 DC_VCCC 0 -49,3 3,2 -27,2 0,1

Zusatzinformationen

Membranspannung [mV]
A ,
o

Schlusseldaten  |Mikroskopie| PC-Parameter
: Kabel-
Messzeit [S] lénge Chvtem1| Ciiemz|
Experiment | Struktur| [pm]|Bild| [pF]| [pF]]...
NC-\/C V212521 9 30 X | 20,7 223 ..
B) AC C-CC v212.s52 7 120 Y | 334 285 ..
( ) Stimulierte Zelle Gemessene Zelle V22-1_s3.4 10 70 Z 246 385 ..
Messung <
E -201
o
S w0 AC - Datentabelle
c N chiiisseldaten e e
s Schitisseld Zelle 1 Zelle 2
g ——  [Experiment [Modus [zeit (ms Uy ImVI Tis [pAT [Uz ImVI T, [pAT |
2 -60 V21-2_s2_1 AC_VCVC 0 -50,1 3,4  -51,2 1,1
© V21-2_s2_1/AC_VCVC 01 492 32 513 05
Q V21-2_s2_1/AC_VCVC 02 493 29 491 09
£ 80
5
= t t
0,0 0,5 1,0 1,5 V21-2_s2_1|/AC_VCCC o 508 21 -328 -07

Messzeit [s] -

Abbildung 5-11

Messverfahren zur Charakterisierung der Kopplung - Datenerfassung.
(A) Gleichspannungsmessung
(B) Wechselspannungsmessung

Es erfolgt sowohl eine Untersuchung des Kopplungsverhaltens von
Gleichspannungen (Abbildung 5-11 A), als auch von Wechselspannungen zwischen
0 Hz und 8000 Hz (Abbildung 5-11 B). Die Gleichspannungskopplung wird
analysiert durch stufenweise Variation der Membranspannung der stimulierten Zelle
zwischen -70 und +50 mV in Schritten von +10 mV (Abbildung 5-11 A1.1). Fiir die
Messung der Wechselspannungskopplung werden jeweils 5 Wellenziige von
Wechselspannungen steigender Frequenz und fester Amplitude (30 mV) angelegt
(Abbildung 5-11 B1.1). Die nacheinander eingestellten Frequenzen des

Stimulationssignals sind: 0, 10, 14, 20, 29, 42, 60, 86, 122, 175, 250, 358, 511, 731, 1046,
1495, 2138, 3058, 4372,6252 und 8941 Hz.

Wihrend der Stimulation, wird neben Spannung U, und Strom I, der stimulierten
Zelle 1, gleichzeitig Spannung U, und Strom I, der gekoppelten Zelle 2 gemessen.
Diese Messdaten werden zusammen mit dem jeweiligen Messzeitpunkt gespeichert.

Die Abtastung der Signale erfolgt dabei mit einer Abtastrate von ~ 10 kHz. Nach
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Messverfahren - Teil 2: Datenverarbeitung
2.1 Amplitudenbestimmung in 2.2 Speichern der Ergebnisse
ausgewahlten Zeitfenstern in neuen Tabellen
[VC-VCT .
(A) DC vecel Messintervall DC - Ergebnistabelle
Messung '—_O Stimulierte Zelle Gemessene Zelle ST T k%
E Frequenz,
> — Experiment |Modus [Hz]| O, [mV] |11 [pA] | Uz [mV] |12 [pA]
S 204--l---1 || I I SO V212_s2 1 DC_VCVC 0 20 2 0 -0
g : ], V21252 1 DC_VCVC 0 10 o 0 5
g v I »V21-2 s2 1 DC_VCVC 0 0o 1 0 0
G o - r V21252 1 DC_VCVC o 10 2 0 5
s OT I T V212 52 1 DC_VCVC o 20 2 0 10
E T ! ‘ Vv21-2_s2_1 | DC_VCCC 0 20 0 12 0
= -60 t t
2,00 2,25 2,50 2,75
Messzeit [s] I
NVCVCT .
(B) AC C-CcC St Messintervall AC - Ergebnistabelle
—— Stimulierte Zelle Gemessene Zelle _
Messu ng = ; ; Schllisseldaten Zelle 1 Zelle 2
E -201 Frequenz
= Experiment |Modus [Hz]| Oy [mV] |1 [pA] |Gz [mV] |z [pA]
3 40+ V21-2_s2_ 1 DC_VCVC 0 20 1 9 1
c ; ], |V21-2.52 1 DC_VCVC 0 20 0 10 0
2 ! —P V212 s2 1 DC_VCVC 4 20 2 9 o
2 601f---- : V21-2_s2 1 DC_VCVC 20 20 1 8 2
g ! V21-2_s2_ 1 DC_VCVC 29 20 0 8 1
é -807 ! V212521 DC_VCCC o 20 1 5 2
1,000 1,125 1,250
Messzeit [s] -

Abbildung 5-12

Messverfahren zur Charakterisierung der Kopplung - Datenverarbeitung.
(A) Gleichspannungsmessung

(B) Wechselspannungsmessung

Abschluss der Messung werden alle erfassten Daten in Tabellen einer relationalen
Datenbank (Microsoft Access, Version Office '97) exportiert und innerhalb der
Datenbank zusammen mit Zusatzinformationen wie Mikroskopieaufnahmen und

Parametern des Patch-Clamp Verstdrkers gespeichert.

Im ndchsten Schritt werden die Messdaten innerhalb der Datenbank verarbeitet
(Abbildung 5-12). Ein fest vorgegebenes, automatisch ablaufendes
Analyseprogramm bestimmt die Amplituden U, , U, , I, und 1, der Messignale in fest
vorgegebenen Zeitintervallen.

Bei Gleichspannungsmessung (Abbildung 5-12 A2.1) entspricht die Amplitude dem
Sprung des Messwertes aus einem Zeitintervall unmittelbar vor Anlegen des
Stimulationspulses auf den asymptotischen Endwert kurz vor Ende des angelegten
Pulses. Bei Wechselspannungsmessung (Abbildung 5-12 B2.1) ist die Amplitude
gleich dem Abstand zwischen Maximum und Minimum der Messwerte im

betrachteten Zeitintervall.
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Messverfahren - Teil 3: Datenanalyse und Ausgabe
3.1 Berechnen der 3.2 Ausgabe der
Kopplungsparameter Ergebnisse
A)DC g 2TV
(A Gip=1, /U, S L A R R | B
o T G
Y D
G21 = |1 / U2 10017 T T T T T T
I -I---:f-.-i---%---.'r--i---i- h,
hia= U/ U, O A A A L
oL
20 0 20 40 60 80 100
hy, =U, /U, Stimulation [mV] <V21_5_12-5-3>
(B) AC 1 (a0 | s I
Messung G (@) =1, ()75, (@) N I I g”
o v by z
N N L Sagatt toy
Gy (@) =1, (0)/0,(0) 103 . .
- - G S bei] h
)= 0,010y R E ey h;f
LY reesas
=0 5 — 10 100 1000 10000
hy (0) = U, (0) / Us (0) Frequenz [Hz] <V21_5_12:5-3>

Abbildung 5-13

Messverfahren zur Charakterisierung Ohm'scher Kopplung - Datenanalyse und Ausgabe.
(A) Gleichspannungsmessung

(B)  Wechselspannungsmessung

Die Ergebnisse der Amplitudenbestimmung werden innerhalb der Datenbank als

neue Datensitze in einer DC- und AC-Ergebnistabelle gespeichert.

Der letzte Schritt umfasst die Analyse und Ausgabe der erhaltenen Messergebnisse.
Innerhalb der relationalen Datenbank werden dabei nach festen Rechenvorschriften
spezifische Kopplungsparameter ermittelt und diese graphisch dargestellt
(Abbildung 5-13). Aus den Messdaten des VC-VC-Modus wird eine Leittahigkeit G,,
der Kopplung von Zelle 1 nach Zelle 2 in nS berechnet. Aus den Messdaten des
VC-CC-Modus erhdlt man einen dimensionslosen Kopplungsfaktor X ,, . Dieser ist

gleichzusetzen mit der Ubertragungsfunktion h(®) des Systems.

Die Darstellung dieser Parameter erfolgt fiir die Gleichspannungsanalyse als
Funktion der jeweils angelegten Stimulationsamplitude in Zelle 1 (Abbildung

5-13 A3.2). Die Kopplungsparameter der Wechselspannungsanalyse werden als
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Funktion der jeweils verwendeten Stimulationsfrequenz dargestellt (Abbildung

5-13 B3.2).

In den Graphen in Abbildung 5-13 sind die berechneten Parameter einer typischen
Ohm'schen Kopplung dargestellt. Man erkennt, dass im Fall der
Gleichspannungsnanalyse (Abbildung 5-13 A3.2) beide Kopplungsparameter bis zu
einer kritischen Spannung von ca. +40 mV Stimulationsamplitude nahezu konstant
sind. Das Absinken der Kopplung oberhalb von +40 mV Stimulationsspannung
kann durch das Einsetzen nichtlinearer Effekte aufgrund 6ffnender Ionenkanile
erklart werden. Die Graphen der Wechselspannungsanalyse (Abbildung 5-13 B3.2)
zeigen einen deutlichen Abfall der Kopplung mit steigender Frequenz. Dies ist auf
die Membrankapazitdt der Zellen und der Verbindung zwischen den Zellen
zuriickzufiihren. Der scheinbare erneute Anstieg der Kopplung bei hohen
Frequenzen (VC-VC-Modus) ist nicht real sondern ein Artefakt des Messverstérkers,
welcher aufgrund der grofien Strome bei hohen Frequenzen auftritt (siehe hierzu

Punkt 5.4.6).

5.4.4 Physikalisches Kopplungsmodell

Fiir die physikalische Beschreibung der elektrischen Signaliibertragung zwischen
zwei Nervenzellen erscheint es sinnvoll sich an der Morphologie des realen Systems
zu orientieren. Das System gliedert sich dann wie in Abbildung 5-14 A schematisch

dargestellt, in vier Kompartimente:

1. Eine Zelle 1, von welcher die Signaliibertragung ausgeht.
Physikalisch ldsst sich dieses Kompartiment vereinfacht als eine Sphare mit der

Zellmenbran als Wand und gefiillt mit Cytoplasma beschreiben.

2. Ein Kabel von Zelle 1 zu einer zweiten Zelle 2.
Entlang dieses Kabels breitet sich das elektrische Signal aus. Dieses
Kompartiment kann man als einen zylindrischen Leiter ansehen, umgeben mit
einer Wand als Isolationsschicht. In seinem Inneren ist dieser mit Cytoplasma
gefiillt und sein Innenraum ist unmittelbar mit Zelle 1 verbunden. Die Wand des

Leiters ist morphologisch eine Ausstiilpung der Zellmembran von Zelle 1 und hat
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Physikalisches Modell der Zellkopplung

(A) Kompartimente des Systems (B) Kabelmodell

Zelle 1 Kabel

(C) Elektrisches Ersatzschaltbild

Zelle 1 Kabel Kopplung X  Zelle 2
X1: RPore
"1' (14 (&) X —
*m ST 1%

Abbildung 5-14

Die elektrischen Eigenschaften der Kopplung zweier Nervenzellen werden in einem auf vier
Kompartimenten basierenden physikalischen Modell beschrieben.

(A) Kompartimente des Systems.

(B)  Beschreibung des Kabels zwischen Zelle 1 und Zelle 2 als zylindrischer Hohlleiter.

(C)  Elektrisches Ersatzschaltbild des Gesamtsystems.

em1
'm
m
'm
m

em1

daher in erster Naherung die gleichen elektrischen Eigenschaften wie die

Zellmembran.

3. Die eigentliche synaptische Verbindung X zwischen beiden Zellen.
Je nach Art der Kopplung (siehe Abbildung 5-14 C) erfolgt an dieser Stelle eine
Signalweiterleitung zu Zelle 2 entweder tiber eine leitende Pore mit Widerstand
R,,. (Gap-Junctions bei Ohm'scher Kopplung), tiber eine Kontaktkapazitiat C, .,
(kapazitive Kopplung), oder aber auf chemischem Weg durch Ausschiittung von

Neurotransmitter N in den synaptischen Spalt einer funktionalen Synapse.

Funktional
Die im Modell getroffene Annahme, dass die synaptische Verbindung X am Ende
des Kabels liegt und nicht in der Mitte ist willkiirlich. Fiir die elektrische

Beschreibung hat dies aufgrund der Symmetrie des Systems aber keine Relevanz.

Siehe hierzu auch Punkt 5.5.2.1.
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4. Eine Zelle 2, welche das tibertragene Signal empfangt.
Die physikalische Beschreibung ist analog zu Zelle 1.

Die elektrischen Eigenschaften dieser vier Kompartimente konnen nun einzeln, wie
in Abbildung 5-14 C dargestellt, mit elektrischen Ersatzschaltbildern modelliert
werden. Durch Verbinden aller Kompartimente entsteht ein Gesamtschaltplan des

Systems.

5.4.4.1 Beschreibung der Zellen

Die Beschreibung beider Zellen auf Basis von Membranwiderstand R, ,, und

Membrankapazitit C folgt unmittelbar aus elementaren Eigenschaften der

Mem1,2

Zellmenbran (siehe auch Kapitel 2).

5.4.4.2 Beschreibung der Kopplung

Die Modellierung von Ohm'scher Kopplung durch einen Widerstand R, sowie von

Pore

kapazitiver Kopplung durch eine Kontaktkapazitit C ergibt sich aus den in

Kontakt

Punkt 5.3 angestellten Uberlegungen. In beiden Fillen entsteht ein geschlossener

elektrischer Schaltkreis zwischen Zelle 1 und Zelle 2.

Bei funktionaler Kopplung hingegen besteht keine direkte elektrische Verbindung
zwischen beiden Zellen. An der Kopplungsstelle X ist der Schaltkreis bei
Kopplungstyp X3 unterbrochen. Die Signaliibertragung geschieht in diesem Fall
nicht elektrisch sondern, wie in Kapitel 2 beschrieben, auf chemischem Weg. Im
Gegensatz zu Ohm'scher und kapazitiver Kopplung ist funktionale Kopplung ein
aktiver Prozess, bei dem auch eine Signalverstarkung erfolgt. Aufgrund der damit
verbundenen Nichtlinearitdten konnen die Gesetze der linearen Systemtheorie auf
funktionale Synapsen nicht angewendet werden. Fiir die funktionale Kopplung
zweier Zellen kann man daher alleine auf Basis der linearen Systemtheorie kein
geschlossenes Modell aufstellen. Die Auswertung der Messdaten funktionaler
Kopplung erfolgt aus diesem Grund nicht iiber ein geschlossenes Kopplungsmodell
sondern anhand ausgewéhlter Parameter wie der Ubertragungszeit und der

Kopplungsstdarke. Die genaue Vorgehensweise wird in Punkt 5.6 beschrieben.
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5.4.4.3 Beschreibung des Kabels
Neben der Kopplungsstelle X, hat auch das Kabel einen ganz entscheidenden

Einfluss auf die Signaliibertragung. Im Folgenden werden die elektrischen

Eigenschaften dieses zentralen Schaltungselements ausfiihrlich diskutiert.

Wie in Abbildung 5-14 B dargestellt, hat das Axon eines Neurons in erster Naherung
die Form eines zylindrischen Rohrs. Die isolierende Wand des Rohrs besteht aus
einer Membran dhnlich der Zellmenbran. Das innere des Rohrs ist mit leitfahigem
Cytoplasma gefiillt. Die Umgebung des Axons besteht aus ebenfalls leitfdhiger,
extrazelluldrer Losung. Beachtet man die Groflenordnung aller physikalischen
Effekte, so kann man ohne relevante Fehler den Widerstand der Umgebung des
Axons als identisch Null annehmen sowie induktive Komponenten des Kabels
vernachlédssigen [Katz, 1985]. Fiir ein kleines Stiick des Kabels der Lange Al kann
man dann im Grenzfall Al - 0 das Ersatzschaltbild in Abbildung 5-14 B aufstellen.
Dieses besteht aus dem Innenwiderstand AR, ldngs des Kabelstiicks (Widerstand der
Cytoplasmasdule) sowie einer Parallelschaltung von Membranwiderstand AR und
Membrankapazitat AC_ (Oberfliche des zylindrischen Membransegments). Durch
Aneinanderreihen unendlich vieler solcher Kabelsegmente erhdlt man das Schaltbild

eines Kabels mit realer Lange 1 (siehe Abbildung 5-14 C).

Die physikalische Grofse der Bauteile AR, AR und AC_ folgt aus den Abmessungen
des Kabels mit Hilfe von Literaturwerten fiir die spezifische Leitfahigkeit des
Cytoplasmas p, und der Zellmenbran p_ sowie der spezifischen Kapazitét der

Zellmenbran C__ :

AR = piﬂ.Ar_lz AR =p. ﬁ AC. =C 2mrAl Gleichung 5-12
AR, = Lingswiderstand eines Kabelsegments der Linge Al [Ohm]
AR, = Oberflichenwiderstand eines Zylinderstiicks der Linge Al [Ohm]
AC, =  Oberflichenkapazitiit eines Zylinderstiicks der Linge Al [uF]
p, = Spezifischer Widerstand des Cytoplasmas [Ohm*cm] (p, ~ 200 £2*cm)
p, = Spezifischer Widerstand der Zellmenbran [Ohm*cm?] (p, ~ 2000 £cm?)
¢, = Spezifische Kapazitit der Zellmenbran [uF/cm?] ({, ~ 1 uF/cm?)
Al = Linge des Kabelsegments [cm]

r = Innenradius des Kabels [cm]
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Anwendung der Kirchoff'schen Knotenregel auf ein einzelnes Kabelsegment

(Knotenpunkt K in Abbildung 5-14 B) liefert eine Beziehung fiir die Strome I, I

Ri / “Rm

und I durch die einzelnen Bauteile:

T =g + 1, Gleichung 5-13

Aus Rechenregeln fiir kapazitive und Ohm'sche Bauteile erhélt man unter
Einbeziehung der Membranspannung U am betrachteten Knotenpunkt K sowie des

Spannungsabfalls AU iiber dem betrachteten Membransegment die Gleichungen:

AU U U j -
I, =—" [, =—=n I, =AC, v, Gleichung 5-14
AR, AR ot

Im Grenziibergang zu infinitesimal kleinen Kabelsegmenten Al - dl und nach
Einsetzen von Gleichung 5-14 in Gleichung 5-13 sowie Ersetzen von AR, AR  und
AC, durch die Beziehungen aus Gleichung 5-12 resultiert als Endergebnis eine

inhomogene Differentialgleichung (DGL) zweiter Ordnung:

aZUm (I’t) —TaU (I’t) /12 — rpm

m it > |und [T=p ¢ | Gleichung 5-15
pi —

U (1,t) = 1?
n(10) a1? ot

U, Lt)= Membranspannung zum Zeitpunkt t an Punkt | des Kabels [mV]

p, = Spezifischer Widerstand des Cytoplasmas [Ohm*cm] (p, ~ 200 £cm)

p, =  Spezifischer Widerstand der Zellmenbran [Ohm*cm?] (p, ~ 2000 £cm?)
¢, = Spezifische Kapazitit der Zellmenbran [uF/cm?] ({, ~ 1 uF/cm?)

r = Innenradius des Kabels [cm]

Diese beschreibt die raumliche und zeitliche Ausbreitung einer am Ort 1 = 0 und zur
Zeit t = 0 an das Axon angelegten Spannung U_ "= U, (1=0, t = 0). Fiir den
stationdren Fall (System ist im eingeschwungenen Zustand, die Ableitung von U |
nach der Zeit ist Null) wird diese DGL durch eine ortsabhédngige

Exponentialfunktion gelost:

!
U,()=Ule * Gleichung 5-16

m
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Die Signalamplitude U_ féllt entlang des Axons exponentiell mit dem Abstand I vom
Ursprungsort der Erregung ab. Diese Beziehung wurde bereits in Kapitel 2

verwendet.

Die Losung der nicht-stationdren DGL erhélt man aus einem Vergleich von
Gleichung 5-15 mit der Diffusionsgleichung [Feynman, 1991]. Gleichung 5-15 stimmt
formal mit einer inhomogenen, eindimensionalen Diffusionsgleichung tiberein. Fiir
die Geschwindigkeit der Signalausbreitung kann man in Anlehnung an die

Diffusionsgeschwindigkeit daher unmittelbar schreiben:

V= /2’12 Gleichung 5-17
2
T

v = Ausbreitungsgeschwindigkeit eines Spannungspulses entlang des Axons [cm/us]

Fiir ein Axon mit einem Radius von r = 1 um = 10" cm erhélt man daraus unter
Verwendung der angegebenen Literaturwerte fiir p,, p,, und {_ aus Gleichung 5-12
sowie den Definitionen von A und 1 in Gleichung 5-15 eine

Signalausbreitungsgeschwindigkeit von v = 16 cm/s.

Die Abklingldange A, innerhalb derer die Signalamplitude geméfs Gleichung 5-16 auf
den Faktor 1/e abgeklungen ist, betragt fiir ein solches Axon A =200 um.

Beide Ergebnisse sind fiir eine schnelle Weiterleitung von Signalen iiber grofiere
Strecken im Korper zu gering. Zwar konnen Ausbreitungsgeschwindigkeit und

Abklinglange durch Ausdehnung des Axonradius gesteigert werden (A und v

wachsen proportional zu Jr), dies hitte jedoch eine enorme Vergrofierung des

gesamten PNS und ZNS zur Folge.

Bei vertebraten Organismen hat die Natur dieses Problem elegant umgangen indem
die Axone der Nervenzellen durch eine Isolationsschicht, den sog. Myelinmantel,
umhiillt werden (siehe Kapitel 2). Dieser vergrofiert p, und verringert

gleichzeitig {_ . So werden Signalgeschwindigkeiten von bis zu v =100 m/s
moglich.

Der trotz Isolation verbleibende Abfall der Signalamplitude entlang des Axons wird

vollstandig durch eine aktive Verstarkung des Signals mit spannungssensitiven
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Ionenkanélen entlang des Kabels kompensiert. In allen vertebraten Organismen ist
daher eine verlustfreie Ubertragung von Signalen vom Gehirn bis in die d&uSesten

Extremitdten moglich.

Im Hinblick auf die spéter beschriebene Analyse der Kopplung von Nervenzellen,
erscheint es an dieser Stelle sinnvoll, auch die Impedanz Z des Kabels zu berechnen.
Man gelangt wieder zum Ziel indem man das Kabel als eine Kaskade von kleinen

Teilstiicken betrachtet wie in Abbildung 5-14 C dargestellt.

Feynman beschreibt fiir eine solche Schaltung [Feynman, 1991] einen geeigneten
Rechenansatz: Man betrachtet die kleinste Einheit der Kaskade, in diesem Fall die
Schaltung in Abbildung 5-14 B, und héngt diese als neues Glied an ein bereits
unendlich langes Netzwerk an. Das unendlich lange Netzwerk habe dabei bereits
die gesuchte Impedanz Z . Im Grenzfall Al > 0 d@ndert sich die Impedanz des
Gesamtsystems nicht durch Hinzuschalten eines weiteren Gliedes. Die Impedanz,
welche man hinter dem neu angehédngten Glied misst, entspricht also wieder der
Impedanz Z. Auf Basis dieser Uberlegungen kann man eine Gleichung aufstellen,

welche nach der Unbekannten Z aufgelost werden kann.

Anwendung dieses Ansatzes auf die Schaltung in Abbildung 5-14 C ergibt:

Z=AR, + _ZAZ, Gleichung 5-18
Z+AZ,
Z = Gesuchte Impedanz des Kabels [Ohm]
AR, = Lingswiderstand eines Kabelsegments der Linge Al [Ohm]
AZ, = Impedanz der Parallelschaltung aus Membranwiderstand AR und

Membrankapazitit AC, in der Membran des Kabelsegments [Ohm]

Man erhilt eine quadratische Gleichung in Z . Da der Realteil von Z groier Null sein

muss, besitzt diese eine einzige, eindeutige Losung;:

AR, AR’?
Z= T’ + \/ 4‘ +AR,AZ Gleichung 5-19




5-40 5 Elektrophysiologische Messungen

Fir AZ_ kann man auf Basis der Parallelschaltung von Membranwiderstand AR und

Membrankapazitdat AC  schreiben:

AR

AZ, = m ;
"~ 11 i0AR AC, Gleichung 5-20

®w = Kreisfrequenz des angelegten Signals [Hz]

Durch Einsetzen von AZ_ aus Gleichung 5-20 und der Formeln fiir AR, , AR, und AC |
aus Gleichung 5-12 in Gleichung 5-19 sowie unter Beachtung von Al = 0, erhélt man

als Ergebnis die komplexe Impedanz Z des zylindrischen Kabels:

PP 1
Z — i~ m . i
\/2752;»3 1+iap, ¢, Gleichung 5-21

= Impedanz des Kabels [Ohm]

= Spezifischer Widerstand des Cytoplasmas [Ohm*cm] (p, ~ 200 £2*cm)
Spezifischer Widerstand der Zellmenbran [Ohm*cm?] (p,, ~ 2000 £2*cm?)
Spezifische Kapazitit der Zellmenbran [uF/cm?] ({, ~ 1 uF/cm?)

= Innenradius des Kabels [cm]

™ N

H

~

Der Betrag der Impedanz ist:

|Z|: PiPm 1 .
o2t \/1+602pm2§ 2 Gleichung 5-22

m

Fiir ein Axon mit Radius r = 1 pm resultiert daraus eine Impedanz von Z = 140 MQ
bei Anlegen einer Gleichspannung. Fiir eine Wechselspannung mit ® = 2*7*250 Hz
(Grenzfrequenz eines normalen Aktionspotentials) verringert sich die Impedanz auf
Z =78 MQ. Fiir physiologisch relevante Signale kann man folglich eine axonale

Impedanz Z zwischen 78 und 140 MQ annehmen.

5.4.5 Vereinfachtes Ohm'sches Kopplungsmodell
Mit einigen Nebenannahmen kann man fiir die Beschreibung Ohm'scher Kopplung
eine vereinfachte Form des zuvor vorgestellten physikalischen Kopplungsmodells

verwenden. In Abbildung 5-15 ist dieses vereinfachte Modell dargestellt.
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Die unbekannte Kopplungsgrofie X des allgemeinen Modells aus Abbildung 5-14
wurde in Abbildung 5-15 A ersetzt durch eine Verengung des Kabelquerschnitts vor

Zelle 2. Diese Verengung reprasentiert elektrisch die Funktion der Gap-Junctions an

der Synapse.

Die Vereinfachten elektrischen Ersatzschaltbilder der Kopplung in Abbildung

5-15 B und C basieren auf folgender Uberlegung: Die typische Leitfahigkeit
Ohm'scher Synapsen liegt in der Gréflenordnung einiger nS [Neyton, 1985]. In den
durchgefiihrten Experimenten wurden meist schwache Ohm'sche Kopplungen mit
einer Leitfdhigkeit kleiner als 2 nS detektiert. Daraus resultiert ein Ohm'scher
Widerstand der synaptischen Verbindungsstelle von mehr als 500 MQ. Dieser Wert

liegt deutlich tiber der Impedanz Z ~ 100 MQ des axonalen Kabels vor der Synapse
(siehe Punkt 5.4.4.3).

Vereinfachtes Modell der Ohm'schen Kopplung

(A) Kopplungsmodell Kopplung tber Transmembranpore

/ mit lonenleitfahigkeit (Gap Junction)

Zelle 1 Kabel

Zelle 2

(B) Ersatzschaltbild fiir (C) Ersatzschaltbild fur
Gleichspannungen Wechselspannungen
Zelle1 Kabel Kopplung Zelle 2 Zelle 1 Kabel Kopplung Zelle 2

N

RKabel RPore @ CD\ Ebel @ RPore

i
1

Mem2

y

Mem1
—{
RMemKabeI

cMemKabeI
RMem2

o{fo

RMem1
1
RMemKabeI
RMem2
——
RMem1
C

2
o

Abbildung 5-15

Die Beschreibung Ohm'scher Kopplung erfolgt in einem vereinfachten elektrischen Modell.
(A) Kopplungsprinzip.

(B)  Elektrisches Ersatzschaltbild fiir die Kopplung von Gleichspannungen.

(C)  Elektrisches Ersatzschaltbild fiir die Kopplung von Gleich- und Wechselspannungen.
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In einem vereinfachten Modell kann man fiir die elektrische Beschreibung des
Systems aus diesem Grund annehmen, dass das Kabel durch Strome vom Kabelende
tiber die Kopplungsstelle zu Zelle 2 nicht belastet wird. Das System aus Zelle 1 und
Kabel kann als vollstindig entkoppelt von Zelle 2 angesehen werden. Das Kabel
wirkt in diesem Fall als Spannungsteiler, welcher die Spannung aus Zelle 1

verringert bevor diese den Kopplungswiderstand zu Zelle 2 erreicht.

5.4.5.1 Kopplung von Gleichspannungen

Betrachtet man den Spezialfall einer Ubertragung reiner Gleichspannungen, so
entfallen alle kapazitiven Elemente aus der Schaltung in Abbildung 5-14. Das
Ersatzschaltbild kann wie in Abbildung 5-15 B dargestellt, als reines
Widerstandsnetz beschrieben werden. Zelle 1 und Zelle 2 treten darin mit ihrem

jeweiligen Membranwiderstand R auf. Die Ohm'sche Kopplung wird

Mem1,2

reprasentiert durch den Widerstand der Pore R, . , und das Kabel wird durch einen

einfachen Spannungsteiler aus Kabelserienwiderstand R nd

Kabel u

Kabelmembranwiderstand R, .., ersetzt.

Auf Basis der oben begriindeten Entkopplung von Kabel und Zelle 2, kann man fiir
den Fall schwacher Kopplung die Spannung U, am Ende des Kabels (Punkt 2) als
Funktion der Spannung U, in Zelle 1 (Punkt 1) direkt berechnen. Es gilt:

U R .
Ya _ MemKabel =hep, U, =hg,,U, Gleichung 5-23
Ul RMemKabel + RKabel

U, = Spannungin Zelle 1 [mV]

U, = Spannungam Ende des Kabels [mV]

R oia = Querwiderstand in vereinfachtem Kabelmodell [MOhm]
R... = Langswiderstand in vereinfachtem Kabelmodell [MOhm]
h.,, =  Ubertragungsfunktion des Kabels [1]

Die Spannung U, am Ende des Kabels ist also proportional zur Spannung U, in

Zelle 1, mit dem Wert der Ubertragungsfunktion des Kabels h Is

Kabel a

Proportionalidtskonstante. Zelle 2 ist iiber den Kopplungswiderstand R, . und das

Pore

Kabel an die Spannungsquelle aus Zelle 1 angeschlossen. Fiir die Spannung U, in

Zelle 2 gilt:
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T3 TMem2  _p U, =h Gleichung 5-24

U2 = hKabel hPoreUl

Pore

= Spannung in Zelle 1 [mV]
= Spannung am Ende des Kabels [mV]
= Spannung in Zelle 2 [mV]
v = Widerstand der Zellmenbran von Zelle 2 [MOhm]
= Widerstand der Ohm'schen Kopplung [MOhm]
= Ubertragungsfunktion der Ohm'schen Synapse [1]
= Ubertragungsfunktion des Kabels [1]

Ses
|

A

Pore

Pore

= =

Kabel
Werden die Spannungen in beiden Zellen bei einer Messung im VC-VC-Modus von
aussen kontrolliert, so gilt fiir die Anderung des iiber die Verbindung in Zelle 2

flielenden Stroms I, bei einer Spannungsanderung AU, in Zelle 1:

Pore

— A UlhKabel
R

Ujz=const Pore

— AUZ

A]Pore - R

Gleichung 5-25

Pore

Ujz=const

Der Widerstand der synaptischen Verbindung R, ., skaliert um die
Ubertragungsfunktion des Kabels h,,, , kann im VC-VC-Modus also direkt

gemessen werden.

5.4.5.2 Kopplung von Wechselspannungen

Fiir die Kopplung von Wechselspannungen gelten grundsétzlich die gleichen
Uberlegungen wie fiir die Kopplung von Gleichspannungen. Die in diesem Fall
hinzukommenden kapazitiven Elemente der Schaltung (siehe Abbildung 5-15 C)
werden in den zuvor beschriebenen Gleichungen durch Einfiihren komplexer

Impedanzen berticksichtigt.

R, und R und R,  werden durch die

Kabel

R

bleiben unverandert, R MemKabel

Pore Mem1/ Mem?2

Impedanzen Z, , Z,,..co UNd Z,, . ersetzt.

Mem2

Die Impedanzen Z gehen aus der Parallelschaltung jeweils eines Ohm'schen

Widerstandes und einer Kapazitidt wie folgt hervor:
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Ryem,2 7 = R vemkane Gleichung 5-26

YA =
Mem1,2 . MemKabel .
1 + la)RMeml,Z CMeml,Z 1 + leMemKabel CMemKabel

zZ = Impedanz der Zellmenbranen [MOhm]

zZ = Impedanz des Kabelquerwiderstands [MOhm]
R = Widerstand der Zellmenbranen [MOhm]

R = Widerstand des Kabelquerwiderstands [MOhm]
C = Kapazitiit der Zellmenbranen [pF]

C = Kapazitit iiber die Kabelwand [pF]

MemKabel

10 = Kreisfrequenz des iibertragenen Wechselspannungssignals [Hz]

5.4.6 Betrachtung systematischer Fehlerquellen

Impedanzmessungen an gekoppelten Nervenzellen sind mit einem Patch-Clamp
Messaufbau grundsitzlich nur eingeschrankt moglich. Der grofie
Zugangswiderstand durch die Patch-Pipette in die Zelle bildet einen Tiefpass mit der
Membrankapazitdat und beschneidet den Frequenzgang [Fromherz, 1993]. Weiterhin
kann es durch ein nicht 100 % lineares Verhalten des Patch-Clamp Verstarkers zu

einer zusitzlichen Verzerrung des Frequenzgangs kommen.

Um den Einfluss dieser Storfaktoren auf die durchgefiihrten Messungen zu
bestimmen, wurden entsprechend dem Kopplungsmodell in Abbildung 5-15 C
mehrere elektrische Testschaltkreise aus Prazisionswiderstdnden und Kondensatoren
bekannter Wertigkeit aufgebaut. Aus einem Vergleich des mit dem Patch-Clamp
Verstarker real gemessenen Frequenzgangs dieser Schaltungen mit einer Simulation
in PSpice (PSpice Mixed Mode Simulator V6.0, MicroSim Corporation) konnen

systematische Fehlerquellen ermittelt werden.

Ein Vergleich des Frequenzgangs simulierter Testschaltkreise mit realen Messdaten
gekoppelter Zellen ermdglicht dariiber hinaus auch eine Priifung des

Kopplungsmodells.
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5.4.6.1 Frequenzgang des Patch-Clamp Verstirkers

Abbildung 5-16 B zeigt eine Photographie eines fertig aufgebauten Testschaltkreises.
Alle Bauteile sind in einem HF-dichten Metallgehduse untergebracht, um
Einstreuungen von Storsignalen zu minimieren.

In Abbildung 5-16 B ist ein allgemeiner Schaltplan abgebildet. Uber das

Testschaltkreis - Ohm'sche Kopplung

(A) Beschriebenes System (B) Bauteil
- zwei passive Zellen, elektrisch gekoppelt
- Ohm'sche Kopplung
- Kabel mit kapazitiven und Ohm'schen Verlusten

Pipetten 1 & 2

(C) Schaltplan

Pipette 1 Zelle 1 Kabel / Kopplung Zelle 2 Pipette 2

~ KB SRSt BN

gy vy

Abbildung 5-16

Testschaltkreise aus Prézisionsbauteilen wurden fiir die Uberpriifung von Kopplungsmodell und

Frequenzgang des Patch-Clamp Verstirkers verwendet.

(A) Der Testschaltkreis beschreibt alle elektrischen Komponenten eines Systems aus zwei
gekoppelten Zellen einschliefdlich der Patch-Pipetten.

(B)  Photographie eines fertig aufgebauten (ge6ffneten) Testschaltkreises.

(C) Allgemeiner Schaltplan der Testschaltkreise.

Ersatzschaltbild der Ohm'schen Kopplung in Abbildung 5-15 C hinaus, sind darin
zusétzliche Komponenten (R, und C, sowie R, und C,) zur elektrischen Beschreibung
der beiden Patch-Pipetten enthalten. Insgesamt beschreibt der Testschaltkreis also

ein System aus zwei Patch-Pipetten, zwei Zellen, einem Kabel sowie einer Ohm'schen

Kopplung (Abbildung 5-16 A).
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Fiir die Untersuchungen wurde ein Testschaltkreis mit Bauteilen folgender Grofe’

verwendet:

R =R, = 10 MQ C,=C,= 68pF
R,=R,= 3300 MQ C = 22,0 pF
R,=R. = 330 MQ C,= 4,7 pF
R, = 33000 MQ C, = 33,0 pF

Messungen an diesem Schaltkreis wurden mit Simulationen in PSpice verglichen.

In Abbildung 5-17 A und Abbildung 5-17 B sind die experimentell ermittelten
Messkurven des Frequenzgangs (einzelne Messpunkte) dem Ergebnis einer

Simulation in PSpice (durchgezogene Linie) tiberlagert dargestellt.

Abbildung 5-17 A beschreibt die Messung im VC-VC-Modus. Aufgetragen ist die
Leitfahigkeit der Kopplung G,, gegenitiber der Frequenz:

— Die Schaltung verhlt sich wie ein Tiefpass. Nur bei tiefen Frequenzen wird eine
signifikante Kopplung detektiert, und diese nimmt ab ca. 50 Hz mit steigender

Frequenz stark ab.

— Bis zu einer Frequenz von ca. 400 Hz sind nur geringe Abweichungen der
Messung von der Simulation zu erkennen. Der Patch-Clamp Verstdrker arbeitet
tiir Frequenzen zwischen 0 und 400 Hz anndhernd linear. Abweichungen
oberhalb von 400 Hz sind fiir die Auswertung der Messdaten unerheblich, da
aufgrund anderer Uberlegungen (siehe unten) nur Messwerte bis ~ 100 Hz

verwendet werden konnen.

* Die Wertigkeit der Bauelemente von Pipette 1, Pipette 2, Zelle 1, Zelle 2 und Kopplungspore wurde in
Anlehnung an reale Messdaten gewahlt. Der Wert der Kabelkapazitit ergibt sich aus der Annahme, dass ein
typisches Kabel von 100 um Lange etwa die Oberfldche von 1/10 der Zelloberfldche hat.
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Frequenzgang der Ohm'schen Kopplung

(A) VC-VC-Messmodus (B) VC-CC-Messmodus
__|Test- __|Test
schaltkreis ; schaltkreis ;
G,(w)= T2 (0)/ 01 (o) hy, (w)= 02 () / 01(0))

® G,,-gemessen G,,-simuliert ® h,-gemessen h,,-simuliert
R e e S A
e ! ! ! ‘—"\‘ !
) 4,04 e N [ R !
% 1’0 | | | (o] -
5 | | ] 3 |
3 1 v Ne ' =
2 o G| B “:
Q I I I x
I I | !
0,01— : i Y t . . '
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000
Frequenz [Hz] Frequenz [Hz]

Simulation_VCVC_normal.OPJ Simulation_VCCC_normal.OPJ

Abbildung 5-17

Messung und Simulation des Frequenzgangs der Ohm'schen Kopplung. Simulation und Messergebnis
stimmen in weiten Bereichen tiberein.

(A) Frequenzgang im VC-VC-Messmodus.

(B)  Frequenzgang im VC-CC-Messmodus.

Abbildung 5-17 B beschreibt die Messung im VC-CC-Modus. Aufgetragen ist hier

die Ubertragungsfunktion h,,(®) gegeniiber der Frequenz:

— Auch in dieser Messkonfiguration verhalt sich die Schaltung wie ein Tiefpass,
allerdings mit wesentlich kleinerer Grenzfrequenz. Im VC-CC-Modus kann die
Spannung an Punkt 4 der Schaltung aus Abbildung 5-16 C frei schwingen. Im
Gegensatz zum VC-VC-Modus hat der Kondensator C, darum erheblichen
Einfluss auf den Frequenzgang. Das RC-Glied aus R,, R, und C, bestimmt mit der
Zeitkonstante T = 22 ms dominant den Frequenzgang und schneidet die
Ubertragungsfunktion h,,(®) bereits bei einer Grenzfrequenz unter 50 Hz ab.

Fiir eine Charakterisierung der Kopplung ist der VC-CC-Modus deshalb
ungeeignet. Das Frequenzverhalten von Kabel und Gap-Junctions wird durch

das Zeitverhalten dieses RC-Gliedes iiberlagert.
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— Der gemessene Frequenzgang im VC-CC-Modus folgt exakt der Simulation. Bei

den durchgefiihrten Messungen wurde keine signifikante Abweichung detektiert.

Das Ergebnis des Tests ist, dass sich fiir eine Analyse des Frequenzverhaltens
Ohm'scher Kopplung der VC-VC-Modus am besten eignet. Bis zu einer
Grenzfrequenz von ~ 400 Hz sind dabei keine Korrekturen des Frequenzgangs zu

berticksichtigen.

5.4.6.2 Zuleitungswiderstand

Ist das gewahlte Kopplungsmodell korrekt, so muss es moglich sein durch gezielte
Parametervariation der einzelnen Bauteile im Schaltkreises aus Abbildung 5-16 C
den Verlauf des Frequenzgangs real gemessener Ohm'scher Kopplungen
nachzubilden. Entsprechende Simulationen in PSpice wurden an ausgewéhlten

Einzelmessungen durchgefiihrt.

Fiir Frequenzen kleiner als 100 Hz war eine exakte Modellierung des Frequenzgangs
in jedem Fall moglich. Fiir hohere Frequenzen allerdings beobachtet man in realen
Messungen einen erneuten Anstieg der Kopplung (siehe Abbildung 5-13 B). Dies
kann mit keiner Parameterkonstellation des Schaltkreises aus Abbildung 5-16 C

nachvollzogen werden.

Als Ursache dieser Abweichung wurde ein zusdtzlicher Widerstand in der
Erdungsleitung des Messaufbaus identifiziert: Im realen Experiment sind die
einzelnen elektrischen Komponenten der Schaltung nicht, wie in Abbildung 5-16 C
angenommen, direkt an den gemeinsamen Erdungspunkt 0 angeschlossen sondern
werden tiiber die extrazelluldre Patch-Clamp Losung im Kulturgefafd mit der
Badelektrode verbunden. Diese Verbindung hat einen nicht zu vernachlassigenden
Widerstand” zwischen 50 und 400 k<, je nach Fiillhéhe der Badlésung im
Kulturgefafs. Fligt man einen Widerstand entsprechender Grofse in die
Erdungsleitung des Testschaltkreises ein, so kann auch der Anstieg der Kopplung bei

hohen Frequenzen mit dem Modell beschrieben werden.

” Gemessen an der in allen Versuchen verwendeten extrazelluliren Patch-Clamp Losung, durch Eintauchen von
zwei chlorierten Silberdrahten im Abstand von 1 cm in ein gefiilltes Zellkulturgefafs.
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(A) VC-VC-Messmodus

Test-

T |schaltkreis |
U, 2
RMasse

G,@)=T(w)/U, (w)

® G',-gemessen

Scheinkopplung bei hohen Frequenzen durch Massewiderstand

(B) VC-CC-Messmodus
Test-
schaltkreis

U, U,
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h'y, (@) =0 (@) / U,(w)

® h',-gemessen
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Abbildung 5-18

Der scheinbare Wiederanstieg Ohm'scher Kopplung bei hohen Frequenzen kann iiber den
Widerstand des Badmediums erkldrt werden.

(A) Modell und Frequenzgang im VC-VC-Modus

(B) Modell und Frequenzgang im VC-CC-Modus

In Abbildung 5-18 A und Abbildung 5-18 B ist das Ergebnis entsprechender
Simulationen in PSpice fiir den VC-VC-Modus und den VC-CC-Modus dargestellt.
An den Verlauf des Frequenzgangs einer realen Messung (einzelne Datenpunkte)

konnte dabei unter Berticksichtigung eines Massewiderstands von R, . = 400 kQ ein

Masse
simulierter Frequenzgang (durchgezogene Linie) angeglichen werden. Zum
Vergleich ist in den Graphen zusétzlich der simulierte Frequenzgang ohne

Massewiderstand (gestrichelte Linie) dargestellt.

Mit dem in Punkt 5.4.5 beschriebenen Modell der Ohm'schen Kopplung kann man
folglich unter Beachtung des Massewiderstandes der Badlosung den Frequenzgang

der Kopplung im gesamten betrachteten Messbereich vollstandig erkldren.

Der beobachtete Wiederanstieg der gemessenen Kopplungparameter bei hohen

Frequenzen ist kein Effekt der Ohm'schen Kopplung. Eine Kopplung in diesem
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Frequenzbereich erfolgt nicht entlang des Kabels sondern tiber die Badlosung.
Informationen tiber Kabel und Gap-Junctions sind daher im Frequenzbereich
oberhalb von 100 Hz nicht mehr aus dem Messignal zu isolieren. Fiir die
Auswertung der AC-Messdaten wird aus diesem Grund nur ein eingeschrankter
Frequenzbereich von 0 Hz bis 100 Hz betrachtet. In diesem Bereich kann der Einfluss
des Badwiderstandes R,,, . auf die Kopplung noch vollstandig vernachldssigt werden
(siehe Abbildung 5-18). Die Auswertung der Messdaten kann in diesem Fall ohne

einen zusdtzlichen Massewiderstand auf Basis des normalen Kopplungsmodells aus

Punkt 5.4.5. erfolgen.
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5.5 Messergebnisse aus Ohm'scher Kopplung

Aufgrund der unterschiedlichen Modelle fiir die Kopplung von Gleich- und
Wechselspannungen (siehe Abbildung 5-15 B und C in Punkt 5.4.5), werden auch die
Ergebnisse der durchgefiihrten Messungen getrennt diskutiert. Unter dem
Oberbegritf Gleichspannungsanalyse sind alle Ergebnisse aus der Analyse von
Messdaten zusammengefasst, welche die Kopplung von Gleichspannungen
betreffen. Die Wechselspannungsanalyse in Punkt 5.5.2 behandelt alle Ergebnisse aus

der Kopplung von Wechselspannungen.

5.5.1 Gleichspannungsanalyse

Die Gleichspannungsanalyse umfasst den Datenbestand aus der DC Messung aller
untersuchter Zellpaare. Anhand der Messdaten war es moglich das in Punkt 5.4.5
vorgestellte Kopplungsmodell im Experiment zu tiberpriifen. Dariiber hinaus
konnten anhand der in Punkt 5.4.4 beschriebenen Kabelgleichungen Riickschliisse

auf die Kabeleigenschaften der Kopplung erfolgen.

5.5.1.1 Validierung des Kopplungsmodells

Der Interpretation aller erzielter Messergebnisse liegt das allgemeine
Kopplungsmodell aus Punkt 5.4.4 sowie die daraus abgeleitete elektrische
Beschreibung Ohm'scher Kopplung in Punkt 5.4.5 (speziell Abbildung 5-15 B)
zugrunde. Um die Anwendbarkeit dieses Modells auf das untersuchte biologische
System gekoppelter neuronaler Zellen nachzuweisen, wurden anhand
experimenteller Messdaten die wesentlichen Grundannahmen des Modells

tiberpriift.

Die elektrische Beschreibung von Zelle 1 und Zelle 2 durch Ohm'sche
Membranwiderstande R, , und R, ist fiir eine schwache Gleichspannungs-
Depolarisation unterhalb der Ausloseschwelle von spannungsgesteuerten
Ionenkanilen sicher korrekt. Die Richtigkeit dieser Annahme ist allgemein bekannt
[Katz, 1985] und konnte bei Messungen an einzelnen, ungekoppelten Zellen auch

regelmafig im Experiment beobachtet werden.
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Das grundlegende Prinzip Ohm'scher Kopplung basiert auf ionenpermeablen Poren,
den Gap-Junction's. Diese werden in dem verwendeten Modell aus Punkt 5.4.5 mit
einem Ohm'schen Widerstand beschrieben. Eine solche Beschreibung ist nur dann
richtig, wenn die Poren tatsdchlich vollkommen passiv sind und in beiden
Richtungen einen spannungsunabhangigen Widerstand gleicher Grofie aufweisen.

In der Literatur werden neben passiv ungerichteten Ohm'schen Kopplungen
[Hagiwara, 1958] aber auch Ohm'sche Kopplungen mit gleichrichtender Wirkung
beschrieben [Furshpan, 1959 #3]. Aufierdem ist bekannt, dass der spezifische
Widerstand einer Gap-Junction nicht unter allen Umstdnden konstant ist, sondern im
Einzelfall auch einer Modulation durch intra- und extrazellulare Botenstoffe, wie z.B.
Ca™, H’, oder cAMP, unterliegen kann [Neyton, 1986]. Auch eine Abhédngigkeit des

Widerstands von der Membranspannung ist dadurch moglich.

Bezogen auf das hier verwendete Zellsystem und die daran detektierten Ohm'schen
Kopplungen ist die Beschreibung des Kopplungsmechanismus durch einen einfachen
passiven Widerstand jedoch vollkommen korrekt. Dies zeigen die Ergebnisse von

zwei Analysen:

1. Eine gleichrichtende Funktion der Kopplung konnte in einem direkten Vergleich

der Kopplungsstarke in beiden Richtungen nicht nachgewiesen werden.

2. Eine mogliche spannungsabhidngige Modulation des Kopplungswiderstands
wurde durch den Nachweis strenger Linearitdt des an der Kopplung beteiligten

elektrischen Netzwerks ausgeschlossen.

Abbildung 5-19 A zeigt das Prinzip der im VC-VC-Modus durchgefiihrten
Messungen zum Ausschluss der Gleichrichterfunktion. Wie in Punkt 5.4.3
beschrieben, wurde in jedem Experiment abwechselnd Zelle 1 und Zelle 2 als pra-
bzw. postsynaptische Zelle aufgefasst und so nacheinander die Kopplung in beide
Richtungen gemessen. In der ersten Messung erfolgte dabei eine Stimulation von
Zelle 1 mit einer Spannung U, = +20 mV, in der zweiten Messung wurde Zelle 2 mit
U, = 420 mV stimuliert. Die jeweils andere Zelle wurde konstant auf einer Spannung
von 0 mV gehalten, um den Kopplungsstrom I, bzw. I, direkt messen zu konnen.

Aus dem Quotienten des Kopplungsstroms an der Postsynapse und der
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Bidirektionalitat der Ohm'schen Kopplung
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Abbildung 5-19

Die gemessenen Ohm'schen Kopplungen sind bidirektional und haben in beiden Kopplungsrichtungen

die gleiche Kopplungsstérke.

(A) Prinzip der Messung: Im VC-VC-Modus wird die Leitfahigkeit der Kopplung bei jedem
untersuchten Zellpaar in beiden Richtungen ermittelt.

(B) Messergebnis: Die Leitfahigkeiten in beiden Richtungen stimmen {iiberein.

Stimulationsspannnung an der Prasynapse erhdlt man so die Leitfdhigkeit der

Kopplung G,, bzw. G,, als Kopplungsparameter.

In Abbildung 5-19 B sind die gemessenen Leitfdhigkeiten G,, und G,, als x- und y-
Wert jedes einzelnen Experiments in einem Punktdiagramm gegeneinander
aufgetragen. Wie man deutlich sieht, besteht eine enge Korellation zwischen x- und
y- Wert jedes Datenpunktes.

Legt man eine Ausgleichsgerade durch die Messpunkte, so verlduft diese durch den
Ursprung mit einer Steigung von g = 0,96 + 0,03 = 1. Die beobachteten Kopplungen
haben folglich eine identische Leitfdhigkeit in beiden Kopplungsrichtungen. Sie
zeigen keine Gleichrichterfunktion. Eine Unterteilung in Pra- und Postsynapse ist
damit nicht moglich; beide Zellen sind gleichermafien pra- und postsynaptisch und

die Beschreibung der Kopplung durch einen passiven Widerstand ist korrekt.
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Linearitat der Ohm'schen Kopplung
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Abbildung 5-20

Das elektrische Verhalten Ohm'scher Kopplung ist streng linear.

(A)  Prinzip der Messung: Im VC-VC-Modus werden an Zelle 1 verschiedene Gleichspannungen
angelegt und der Stromfluss nach Zelle 2 wird gemessen.

(B) Messergebnis: Der Stromfluss nach Zelle 2 wéchst linear mit der Spannung in Zelle 1 an.

Mit dieser Analyse ist allerdings noch nicht gezeigt, dass der Kopplungswiderstand
spannungsunabhéngig ist. Dies kann man wie folgt tiberpriifen:

Nimmt man einen rein Ohm'schen, spannungsunabhéngigen Widerstand zur
Beschreibung von Kabel und Kopplung an (siehe Punkt 5.5), so entsteht ein
Netzwerk aus rein Ohm'schen Widerstianden. Fiir ein solches Netzwerk aus
Ohm'schen Widerstdnden folgt aus der Theorie linearer Systeme zwingend ein
linearer Zusammenhang zwischen einer, an einem beliebigen Punkt des Netzwerks
angelegten Spannnung und dem Stromfluss durch jedes einzelne Bauteil des
Netzwerks [Tietze, 1993]. Insbesondere muss daher auch der Stromfluss von Zelle 1
zu Zelle 2 iiber den Kopplungswiderstand R, , linear mit der Potentialdifferenz

zwischen beiden Zellen anwachsen.

Diese Linearitdt des Kopplungsstroms wurde durch Messungen im VC-VC-Modus
gezielt tiberpriift.
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Abbildung 5-20 A zeigt die gewdhlte Messanordnung und den Ablauf der Messung:
An Zelle 1 wurden im VC-Modus verschiedene Spannungen U, (-20, -10, 0, +10

und +20 mV) angelegt. Gleichzeitig wurde der zu Zelle 2 flieSende Strom I,
gemessen. Wahrend der gesamten Messung war Zelle 2 konstant auf eine Spannung

von U, = 0 mV geklemmt.

In Abbildung 5-20 B ist exemplarisch das Ergebnis von drei Messungen dargestellt.
Die ausgewidhlten Messungen sind représentativ fiir alle Versuche. Man erkennt
einen streng linearen Zusammenhang zwischen dem angelegten
Spannungsgradienten U, (U, = U, - U, = U)) und dem gemessenen

Kopplungsstrom I, (Wegen U, = 0 mV wéahrend der Messung fliefdt kein Strom tiber
die Zellmenbran von Zelle 2 ab und der in Zelle 2 gemessene Strom I, entspricht dem

Kopplungsstrom I,).

Die gefundene strenge Linearitdt zeigt, dass die Wahl eines Netzwerks aus
Widerstdnden fiir die Beschreibung der Ohm'schen Kopplung von
Gleichspannungen korrekt ist. Einzelne Ohm'sche Kopplungen unterscheiden sich je
nach Starke der Kopplung nur in der Steigung der Geraden des Spannungs-Strom-

Graphen in Abbildung 5-20 B.

Die Gap-Junctions der nachgewiesenen Ohm'schen Kopplungen verhalten sich also
tatsdchlich wie ein einfacher Ohm'scher Widerstand. Das unter Punkt 5.4.5

eingefiihrte Modell in Abbildung 5-15 B ist folglich korrekt.

Fiir praktische Berechnungen ist es nun noch erforderlich zu iiberpriifen, unter
welchen Bedingungen es moglich ist, wie in Punkt 5.4.5 beschrieben, die
Signaliibertragung von Zelle 1 bis zum Kabelende getrennt von der Kopplung zu

Zelle 2 zu betrachten. Nur wenn der Kopplungswiderstand R

Pore

hinreichend grof3 ist
gegeniiber der Kabelimpedanz, kann man die beiden Systeme rechnerisch

separieren.

Abbildung 5-21 zeigt den Versuchsaufbau, das verwendete Rechenmodell und die
Ergebnisse der zur Uberpriifung dieser Annahme durchgefiihrten Experimente.

Das Prinzip der Analyse ist ein Vergleich der experimentell gemessenen
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Ubertragungsfunktion h,, des Netzwerks mit einem auf Basis des Kopplungsmodells

theoretisch berechneten Werth',, .

Die Ubertragungsfunktion h,, beschreibt, welcher Bruchteil einer an Zelle 1
angelegten Spannung U, als Messwert U, zu Zelle 2 gekoppelt wird. Bei Stimulation
von Zelle 1 im VC-Modus und Messung von Zelle 2 im CC-Modus sind die
Spannungen U, und U, messtechnisch unmittelbar zuganglich. Abbildung 5-21 A

zeigt die Messkonfiguration.

Andererseits gestattet eine Messung mit beiden Zellen im VC-Modus die direkte
Bestimmung der Leitfdhigkeit G,, der Kopplung (siehe oben).

In beiden Messkonfigurationen wird die Spannung U, in Zelle 1 durch den
Patch-Clamp Verstarker vorgegeben. Der Membranwiderstand R, , hat fiir die
Beschreibung daher keine Bedeutung. Geht man weiterhin davon aus, dass die oben

angefiihrte rechnerische Separation des Systems korrekt ist, so kann man den

Uberpriifung des Modells - Uberfiihren von G in h
(A) Direkte Messung
von h,,
U,
— . .
U (C) Ergebnis des Vergleichs
2
e Messpunkte —— Fitfunktion
hy=U, /U, x 80 ! ! !
.q.,. h, =(0,96+0,07)*h,, |
£ oo
4 | | |
(B) Berechnung von h';,aus G, E’ 404 - - T P Ll
' | A
U el 2 e < IR S
U1l sjz‘é ] £3 i‘é U = : : !
12 1= = 2 0 | : :
| [ 0 20 40 60 80
- 0,
(‘D/Zelle 1 Kopplung Zelle 2 h,,-Gemessen [%]
' - RMem2 \
e RlPore'l'RMemz ; RPore =1 /G12

Abbildung 5-21

Ist das Kopplungsmodell korrekt, so miissen G und h ineinander umrechnenbar sein.

(A) Prinzip der Messung des Kopplungskoeffizienten h,, im VC-CC-Modus.

(B)  Berechnung des Kopplungskoeffizienten h',, auf Basis der Kopplungs-Leitfahigkeit G',.
(C) Vergleich der Messgrofie h,, mit dem berechneten Werth',, .
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Einfluss des Spannungsteilers aus R, , und R auf die Kopplung alternativ auch

zu R’

Kabel MemKabel

durch eine Skalierung des Kopplungswiderstands R, . um einen Faktor h

Pore Kabel Pore

berticksichtigen. Es entsteht das stark vereinfachte Schaltbild der Kopplung in
Abbildung 5-21 B. Aus diesem kann man leicht den theoretischen Wert der
Ubertragungsfunktion h',, ableiten. Es gilt:

R R 1
hyp=——tet i R, =—lre =" Gleichung 5-27
2= R LR, mit ey G, eichung
h',, =  Berechnete Ubertragungsfunktion fiir die Kopplung von Zelle 1 nach Zelle 2 [1]
R,.. = Experimentell bestimmter Widerstand der Zellmembran von Zelle 2 [M 2]
R,,. =  Widerstand der Ohm'schen Kopplung [M]
R’,. =  Widerstand der Ohm'schen Kopplung, skaliert um Kabeleffekte [M.2]
h,, =  Ubertragungsfunktion des Kabels [1]
G,, = Experimentell bestimmte Leitfihigkeit der Kopplung [uS]
Den Widerstand R', . der Ohm'schen Kopplung in dieser Gleichung, erhélt man

unmittelbar aus der gemessenen Leitfdhigkeit der Kopplung G, . Den Widerstand
R, der Zellmembran von Zelle 2 aus der Kompensation des Patch-Clamp

Verstarkers zu Beginn der Messung (siehe hierzu auch Kapitel 3).

Gleichung 5-27 ist aber nur korrekt, wenn die Kopplung tatsdchlich "schwach" ist.
Schwach bedeutet dabei in Bezug auf das verwendete Modell, dass gilt:

>> RKabel und R

>> Ryonz Gleichung 5-28

Pore Pore

Nur in diesem Fall kann man die Kopplung tatsdchlich in zwei getrennte
Kopplungsschritte separieren. Im ersten Schritt wird dabei die Spannung U, durch

und R

den Spannungsteiler des Kabels aus R vemkana it €inem Faktor h, , auf die

Kabel Kabel

Spannung U, vermindert:

R

MemKabel

Ug =hgpaU| mit Paber =

Gleichung 5-29

R MemKabel + RKabel

Im zweiten Schritt bewirkt diese Spannung U, im VC-VC-Modus einen
Kopplungsstrom I, in Zelle 2, wobei fiir die gemessene Leitfahigkeit G, der

Kopplung gilt:
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G.. = Ty _ v Gleichung 5-30
12 = -
U, R

Pore

Im VC-CC-Modus resultiert ein Spannungsabfall U, tiber dem Membranwiderstand

der zweiten Zelle. Die gemessene Ubertragungsfunktion h,, ist hierbei:

UZ UZ RMemZ

hy, =—==hi,. U_ =Ny R +R Gleichung 5-31

Pore

Unter Beachtung der Bedingungen aus Gleichung 5-28 kann man durch Einsetzen

des Messwertes von R, aus Gleichung 5-30 in Gleichung 5-31 die zuvor aufgestellte

Pore

Gleichung 5-27 ableiten. Der Skalierungsfaktor h,

abel

der Kabeleigenschaften fallt
dabei aus den Gleichungen heraus. Ist die gewéhlte Beschreibung korrekt, so muss
der gemessene Wert h,, mit dem anhand von G,, berechneten Wert h',,

iubereinstimmen.

Das in Abbildung 5-21 C dargestellten Ergebnis der durchgefiihrten Analyse zeigt
fiir Messungen bis zu einem Betrag von h,, < 25 % eine Ubereinstimmung von h,,
und h',,. Legt man durch die zugehorigen Messpunkte eine Ausgleichsgerade, so
verlduft diese durch den Ursprung und hat eine Steigung von 0,96 + 0,07 . Fiir
Kopplungen mit h,, >> 25 % ist das Modell aber offenbar nicht korrekt. Die
Messwerte h,, dieser Kopplungen weichen deutlich von den aus G,, berechneten

Werten h';, ab. Bei "starken" Kopplungen wird h,, in der Berechnung unterbewertet.

Aus den Messdaten geht weiterhin hervor, dass die Bedingung h,, < 25 % fiir alle
detektierten Kopplungen bis zu einer Leitfahigkeit von G, < 2,5 nS erfiillt ist. In die

nun folgende Ergebnisauswertung der Messdaten wurden daher nur Kopplungen

bis zu diesem Grenzwert einbezogen.

5.5.1.2 Auswertung der Kopplungsdaten

Die erzielte Steuerung neuronalen Wachstums durch Mikrostrukturen aus Laminin

hat entscheidende Bedeutung fiir die Auswertung der Kopplungsdaten:

— Die Zahl méglicher Verbindungen einer Zelle ist auf die Pfade der vorgegebenen
Lamininstruktur begrenzt. Eine Zelle auf einer Linienstruktur hat deshalb

maximal Verbindungen zu zwei direkten Nachbarn, eine Zelle auf einem Gitter
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zu maximal vier.

Aufgrund dieser starken geometrischen Einschrankung moglicher
Verbindungswege, konnte jeder detektierten Kopplung exakt ein Kopplungspfad
zugeordnet und dessen Lange bestimmt werden. Eine Analyse des
Zusammenhangs zwischen Kabelldnge und Kopplungsstarke war dadurch

moglich.

— Anhand eines Vergleichs der Kopplungen auf Lamininstrukturen mit
unterschiedlichen Abmessungen kann der geometrische Einfluss der
Lamininstrukturen auf die Kopplung betrachtet werden.

Mit den verwendeten Strukturen war ein Vergleich von Kopplungsstdrke und

Pfadbreite moglich.

Die erforderliche Bestimmung der Kabelldnge zwischen den untersuchten Zellen
erfolgte anhand von Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahmen. Unmittelbar vor
Beginn jeder Patch-Clamp Messung wurde mit Hilfe des Phasenkontrast-Mikroskops
die jeweilige Zellkonfiguration photographiert. Konnte in den anschliefiend
durchgefiihrten elektrophysiologischen Messungen eine Kopplung detektiert
werden, so wurde nach Abschluss aller elektrophysiologischen Experimente die
untersuchte Zellkonfiguration zuséatzlich mittels Fluoreszenzmikroskopie

aufgenommen und exakt vermessen.

Wihrend der Durchfiihrung der elektrophysiologischen Messungen, war die
Fluoreszenzlampe des Mikroskops grundsitzlich abgeschaltet und die
Phasenkontrastbeleuchtung auf ein Minimum reduziert. Diese Abdunkelung ist
notwendig, um eine vorzeitige Schadigung der Zellen durch photoinduzierte, freie

Radikale zu vermeiden [Banker, 1998].
In Abbildung 5-22 ist an zwei Beispielen der optische Messablauf dargestellt:

1. Zwei Phasenkontrastbilder der Zellanordnung wurden vor Beginn der
elektrophysiologischen Messungen aufgenommen. Eines von der Anordnung
der untersuchten Zellen (Abbildung 5-22 A1) ohne Patch-Pipetten, und ein
zweites nach Annaherung der Patch-Pipetten an die Zellen und erfolgreicher

Herstellung von Gigaseals (Abbildung 5-22 B1).
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Bestimmung der Kabellange gekoppelter Zellen

1 Phasenkontrast- 2 Uberlagerung mit 3 Ausmessen der
bild Fluoreszenzbild” Kabellinge

(A)
Beispiel 1

oo i @ _5_s10-7 piar 421 5 s10-7 pls

(B)
Beispiel 2

W “I1_7_s92 ph “81_7_sB-2plis

* Fluoreszerzfamhung durch Mikroinjektion.

Abbildung 5-22

Die Kabelldnge zwischen zwei gekoppelten Zellen wird anhand von Phasenkontrast- und

Fluoreszenzaufnahmen ausgemessen.

(A) Beispiel 1: Zwei verbundene Zellen auf einer Linienstruktur (ID 11) aus Laminin.

(B)  Beispiel 2: Mehrere Zellen auf einer Gitterstruktur (ID 9) aus Laminin. Das Kabel zwischen
den beiden mit Mikropipetten kontaktierten Zellen ist deutlich zu erkennen.

2. Nach Abschluss der elektrophysiologischen Messungen wurde die
Fluoreszenzlampe zugeschaltet und durch Wahl geeigneter Anregungs- und
Emissionsfilter die Fluoreszenz des Zell-Cytoplasmas aufgenommen.

Die hierfiir erforderliche Fluoreszenzmarkierung der Zellen war zuvor wie in
Kapitel 2 beschrieben, durch Mikroinjektion polarer Fluoreszenzfarbstoffe iiber
die Patch-Pipetten hergestellt worden.

Nach Uberlagerung der Fluoreszenzbilder mit den zuvor angefertigten
Phasenkontrastbildern entsteht ein klares, plastisches Bild der Zellanordnung
(Abbildung 5-22 A2 und Abbildung 5-22 B2). Insbesondere der exakte Weg der
Verbindung zwischen beiden Zellen kann anhand dieser Aufnahmen eindeutig

bestimmt werden.

3. Auf Grundlage dieser Bilder erfolgte eine quantitative Vermessung der

Zellanordnung. Hierbei war die relative Lage der gekoppelten Zellen zueinander
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sowie die Lange des Kabels zwischen beiden Zellen Gegenstand der
Untersuchung. In Abbildung 5-22 A3 und Abbildung 5-22 B3 ist das Vorgehen
zur Bestimmung der Kabelldnge fiir die beiden Messbeispiele dargestellt. Die
Lange 1 des Kabels wird dabei ermittelt, als die Lange des Kabels zwischen den

Ansatzpunkten Punkt 1 und Punkt 2 des Kabels an die Zellkorper.

Eine interessante zusatzliche Beobachtung ist auf den Fluoreszenzaufnahmen in
Abbildung 5-22 B zu sehen. Nicht nur das Kabel zwischen den beiden, mit Patch-
Pipetten kontaktieren Zellen ist zu erkennen, sondern auch eine weitere, dritte Zelle
erscheint mit gelber Fluoreszenz. Offenbar besteht also auch von dieser Zelle eine
Verbindung zu der kontaktierten, gelb gefarbten Zelle. Uber diese Verbindung ist
der verwendete Fluoreszenzmarker in einer fiir den optischen Nachweis
ausreichenden Menge in die Nachbarzelle diffundiert. Eine solche Ausbreitung von
Fluoreszenzfarbstoff in Nachbarzellen wurde in den durchgefiihrten Experimenten
haufig beobachtet, wenn zwischen Kontaktierung der Zellen und
Fluoreszenzmessung eine Zeit von mehr als 10 - 15 Minuten lag..

Dies stiitzt die Annahme von Gap-Junctions als Ursache der Ohm'schen Kopplung.
Gap-Junctions sind mit einem Innendurchmesser von 1,5 nm durchléssig fiir die
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, die Diffusion ist jedoch gegentiber der Diffusion

im freien Cytoplasma deutlich gebremst [Eckert, 1999].

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Zellabstand und Kopplungsstarke

fiihrt auf das Ergebnis in Abbildung 5-23.

Abbildung 5-23 A zeigt das Prinzip der Analyse: Von allen detektierten Kopplungen
wurde im VC-VC-Modus die Leitfahigkeit der Kopplung G,, ermittelt. Zusitzlich
wurde, wie oben beschrieben, jeweils die Lange 1 des Kabels zwischen beiden Zellen
bestimmt. Anschlieffend wurde jede gemessene Leitfahigkeit G,, entsprechend der
zugehorigen Kabelldnge 1 in ein bestimmtes Abstandsintervall eingeordnet

(10 pm breite Intervalle im Bereich von 10 bis 120 pm). Fiir jedes Abstandsintervall
wurde dann auf Basis der darin enthaltenen Messdaten G,, der Mittelwert und die
Streuung berechnet.

In Abbildung 5-23 B ist das Ergebnis der Analyse dargestellt. Fiir jedes
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Abnahme der Kopplung mit dem Zellabstand
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Abbildung 5-23

Die Kopplungsstiarke nimmt mit dem Abstand der Zellen ab.
(A)  Prinzip der Messungen.

(B) Messergebnis.

Abstandsintervall wurde die mittlere Leitfahigkeit als Datenpunkt mit Fehlerbalken
und Angabe der Anzahl zugrundeliegender Messungen dargestellt.

Man erkennt deutlich einen Abfall der mittleren Leitfahigkeit G , mit zunehmender
Lange des Kabels. Allerdings wird dieser Effekt im Bereich kurzer Absténde bis ca.
50 pm von einer sehr grofien Streuung der Einzelmessungen verwischt. Fiir
Kabelldngen > 50 pum ist der Abfall jedoch sehr deutlich und verlduft wie eine

abklingende Exponentialfunktion.

Mit dem Kopplungsmodell aus Punkt 5.4.5 kann man das beobachtete Verhalten klar
interpretieren:

Die Leitfahigkeit G,, der Kopplung setzt sich nach Gleichung 5-25 aus zwei
Komponenten zusammen, der Ubertragungsfunktion des Kabels h,,, und dem

Widerstand der Pore R

Pore *

Fithrt man mit G, , die Leitfahigekit der Pore ein, so kann

Pore

man G,, als Produkt zweier Komponenten schreiben:
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1 Gleichung 5-32
GlZ = hKabel GPore m]t Gporg = g
RPore
G,, = Leitfihigkeit der Kopplung [uS]
h.,, =  Ubertragungsfunktion des Kabels [1]
G,,. =  Leitfihigkeit der Ohm'schen Kopplung [uS]

Widerstand der Ohm'schen Kopplung [M£2]

Die Leitfahigkeit G, wird dabei nur von der Anzahl Gap-Junctions an der

Pore
jeweiligen Ohm'schen Synapse bestimmt und konnte in den durchgefiihrten
Experimenten von aussen nicht kontrolliert werden.

Die Ubertragungsfunktion h, , , des Kabels hingegen, unterliegt gemaf8 Punkt 5.4.4
den von aufien zugénglichen geometrischen Rahmenbedingungen eines

zylindrischen Kabels. Aus Gleichung 5-15 und Gleichung 5-16 folgt fiir die

Ubertragungsfunktion h, :
! : L= [Pm Gleichung 5-33
hKabel =e A mit 2pl
[ = Linge des Kabels [cm]
A = Charakteristische Abklinglinge des Kabels [cm]
r = Innenradius des Kabels [cm]
p, =  Spezifischer Widerstand der Zellmenbran [Ohm*cm?] (p, ~ 2000 £cm?)
p, = Spezifischer Widerstand des Cytoplasmas [Ohm*cm] (p, ~ 200 £cm)

Auf Basis dieser theoretischen Uberlegungen, wird das Messergebnis in Abbildung

5-23 B verstandlich:

— Fiir kleine Kabellangen < 50 pm dominiert die zuféllige Streuung der

Porenleitfahigkeit G, . tiber die Gesamtleitfdhigkeit G,, der Kopplung. Die

Pore

Messwerte streuen in diesem Bereich daher sehr stark.

— Bei grofseren Kabelldngen wird der Signalverlust im Kabel zunehmend dominant.
Die Gesamtleitfahigkeit der Kopplung G,, wird in diesem Fall von der
Ubertragungsfunktion h,, , bestimmt. In Ubereinstimmung mit Gleichung 5-33
beobachtet man einen Abfall von G,, mit der Kabelldnge. Gleichzeitig, skaliert
um denselben Faktor h,,, , verringert sich mit wachsender Kabellinge auch die

von G, ausgehende Streuung der Messwerte. Der beobachtete Abfall der

Pore
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Kopplung geht also offenbar unmittelbar auf die Verlangerung des Kabels

zurick.

Legt man anhand von Gleichung 5-33 eine exponentiell abfallende Fitfunktion durch
die Messwerte, so erhdlt man eine Abklinglange A = 67 +29 ym. Daraus resultiert ein
Kabelinnenradius von r = 0,1 £ 0,07 um. Dieses Ergebnis liegt in der erwarteten

Grofsenordnung.

In einer zweiten Analyse wurde die Starke der Kopplung auf Strukturen mit
unterschiedlich breiten Pfaden aus Laminin verglichen. Dadurch sollte geklart
werden, ob eine Beeinflussung der Kabeleigenschaften durch die geometrische
Struktur der Pfade moglich ist. Es wurden Kopplungen entlang von Pfaden mit

2 um, 4 pm und 6 pm Linienbreite verglichen.

Abbildung 5-24 A zeigt das Prinzip der Analyse. Nur Kopplungen mit einer
Kabelldnge zwischen 30 und 80 pm wurden einbezogen. Dieser Bereich wurde nach

drei Kriterien ausgewahlt:

1. Der Einfluss der Kabeleigenschaften auf die Kopplung sollte hinreichend stark
sein gegeniiber dem FEinfluss der Poren. In der vorherigen Analyse wurde ab
einer Kabellange von 40-50 pm eine klare Dominanz der Kabeleigenschaften

nachgewiesen.

2. Die Streuung aufgrund unterschiedlicher Kabelldngen sollte weitgehend
unterdriickt werden. Nur Messwerte aus einem begrenzten Kabelldngenintervall

sollten daher verwendet werden.

3. Insgesamt sollte eine ausreichende Anzahl Messwerte fiir eine statistische

Auswertung berticksichtigt werden.

Der Kabelldngenbereich zwischen 30 und 80 pm ist ein Kompromiss aus diesen
Uberlegungen. Die Bereichsgrenze 30 pm wurde ausgewihlt, da Kopplungen auf
2 pm breiten Pfaden nur bis zu einem Abstand von 30 nm gefunden wurden.

Schrankt man den Bereich auf 50 - 80 um ein, so bleibt das Ergebnis fiir 4 pm und
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Zunahme der Kopplung mit der Linienbreite des Verbindungspfades

(A) Messprinzip U, Gy, (Uy) =1,(Uy) 7 U,

— Messung vieler
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verbunden Uber
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(B) Ergebnis Kopplungsstarke und
. . Dicke des
s ® Mittelwerte fir 30-80 ym Abstand Verbindungspfads.
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= nimmt mit der Dicke
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(O]
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o
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Abbildung 5-24

Kopplungen entlang dicker Lamininpfade sind stiarker als Kopplungen entlang diinner Pfade.
(A) Prinzip der Messungen.
(B) Messergebnis.

6 pm breite Pfade das gleiche, die Kopplungen auf 2 um breiten Pfaden fallen jedoch

vollstdndig heraus.

Abbildung 5-24 B zeigt das Ergebnis der Analyse. Man erkennt einen deutlichen
Anstieg der Leitfahigkeit G,, mit der Linienbreite b. Offenbar wird die Geometrie

des Kabels von der Breite des Lamininpfades beeinflusst.

Fiir eine quantitative Analyse des zugrundeliegenden funktionalen Zusammenhangs
ist mit nur drei Stiitzpunkten (2, 4 und 6 ym) leider eine zu geringe Datenbasis
vorhanden. Geht man aber hypothetisch davon aus, dass die Breite der Linien mit
der Dicke des Kabels korreliert ist, so kann man das beobachtete
Kopplungsverhalten iiber die Radiusabhidngigkeit der Abklinglénge A erkldren. Fiir

eine feste Kabelldnge 1 resultiert aus Gleichung 5-33 die Ubertragungsfunktion:
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, - %% Gleichung 5-34
Kabel — e !

Der Betrag der Ubertragungsfunktion h,, , wichst also mit steigendem Kabelradius r

Kabel

an. Dies deckt sich mit dem Ergebnis der Experimente.

5.5.2 Wechselspannungsanalyse
Die Wechselspannungsanalyse Ohm'scher Kopplung umfasst die Auswertung aller
in AC Messungen (siehe hierzu auch Punkt 5.4.3) gewonnenen Messdaten. Die
Beschreibung der Kopplung von Zelle 1 zu Zelle 2 erfolgt wie bei der
Gleichspannungsanalyse im vereinfachten Ohm'schen Kopplungsmodell aus Punkt
5.4.5. Aufgrund der Frequenz der angelegten Wechselspannungssignale konnen
und C

jetzt allerdings die Kapazitdten C der Zellmembranen sowie der

Mem1 Mem2

Kabelmembran C nicht vernachléssigt werden sondern das vollstandige

MemKabel

Ersatzschaltbild aus Abbildung 5-15 C muss betrachtet werden.

5.5.2.1 Auswertung der Kopplungsdaten

Um ein geeignetes Verfahren fiir die Auswertung der gewonnenen Messdaten zu
entwickeln, wurde in Simulationen mit PSpice analysiert, welchen Einfluss die
einzelnen Parameter des Kopplungsmodells auf den Frequenzgang der Kopplung
haben. Zugrundeliegendes Schaltbild fiir alle folgenden Analysen ist das bekannte
Kopplungsmodell aus Abbildung 5-15 C, erweitert um die elektrischen Eigenschaften
der Patch-Pipetten (analog zu Abbildung 5-16).

Folgende Voriiberlegungen zur Eingrenzung der Anzahl an erforderlichen

Simulationen kénnen angestellt werden:

1. Es werden ausschlieSlich Messungen im VC-VC-Modus ausgewertet. Die

und R

Mem2

Bauteile C haben daher keinen Einfluss auf den Frequenzgang. Dies

Mem2

gilt, da die Membranspannung der zweiten Zelle vom Patch-Clamp Verstarker

konstant auf einer festen Spannung gehalten wird.

2. Der Membranwiderstand R, , der ersten Zelle kann vernachléssigt werden, da er

Mem1

grof3 ist gegeniiber dem Zugangswiderstand der Patch-Pipette. Er beeinflusst das
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Zeitverhalten des RC-Gliedes aus Pipettenzugangswiderstand und

Membrankapazitit C,,,, der ersten Zelle nicht.

und R

Pore

3. Aufgrund der Symmetrie der Schaltung haben die Widerstande R

abel

beide den gleichen Einfluss auf die Leitfahigkeit G,, der Kopplung'. Es geniigt
und R

Pore

daher die Variation eines der beiden Widerstande R zu simulieren.

Kabel

Die freien Parameter fiir die Simulation konnen folglich auf die Bauelemente C

R R und C

MemKabel

Meml 7

eingeschrankt werden. Abbildung 5-25 A bis D zeigt das

Pore / MemKabel

Simulationsergebnis der Variation jedes dieser vier Parameter.

Fiir alle Simulationen wurde jeweils der gleiche Satz an Grundparametern gewébhlt.
Dies sind die Parameter des in Punkt 5.4.6 beschriebenen Testschaltkreises.
Ausgehend von dieser Grundkonfiguration wurde dann der jeweils betrachtete
Parameter in sinnvollen Grenzen variiert. Jede Simulation in Abbildung 5-25 zeigt
drei Szenarien. Szenario 1 beschreibt das Frequenzverhalten der Kopplung G,, bei
einem minimalen Wert des variierten Parameters, Szenario 2 bei unverdndertem

Standardwert, und Szenario 3 bei einem Maximalwert.

Simuliert wurde iiber den gesamten Frequenzbereich der durchgefiihrten
Messungen. Interessant fiir die Auswertung der experimentellen Daten ist aufgrund
von Messartefakten bei hohen Frequenzen allerdings nur der Frequenzbereich

zwischen 0 und 100 Hz (vergleiche hierzu auch Punkt 5.4.6).

Die Variation der Membrankapazitit C,,, ., der ersten Zelle (Abbildung 5-25 A) und

des Kabelquerwiderstandes R, ... (Abbildung 5-25 C) bewirken im

Mem1

Frequenzbereich von 0 bis 100 Hz keine signifikante Anderung des Frequenzgangs.
Der Einfluss dieser Bauteile kann bei der Messdatenanalyse also vernachlassigt
werden. Eine Anderung des Kopplungswiderstandes R,

C

oder der Kabelkapazitat

ore

hingegen, verdandert den Frequenzgang in diesem Bereich stark.

MemKabel

® Bei der vorliegenden Schaltung handelt es sich um ein sog. T-Glied, eine klassische Anordnung von
Widerstinden und Kondensatoren [Tietze, 1993].
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(A) Membrankapazitat der 1. Zelle

Frequenz [Hz]

(C) Kabelquerwiderstand

Einfluss der freien Parameter auf die Ubertragungsfunktion G,,
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Abbildung 5-25
Nur der Kopplungswiderstand und die Kapazitat des Kabels haben einen signifikanten Einfluss auf
den Fre quenzgang der Leitfdhigkeit G, der Ohm'schen Kopplung.

(A) Frequenzgang von G,, je nach Membrankapazitit C,,,,.der 1. Zelle.

(B)  Frequenzgang von G, je nach Kopplungswiderstand R, . .

(C) Frequenzgang von G,, je nach Kabelquerwiderstand R, ... -

(D)  Frequenzgang von G, je nach Kabelkapazitdt C

MemKabel *

Anhand der Messdaten sollte folglich eine direkte Bestimmung des Zeitverhaltens

des RC-Gliedes aus R, bzw. R

Pore Kabel

und C,,, ... mOglich sein. Eine Uberpriifung des

Frequenzverhaltens dieser Komponenten des Kabelmodells ist deshalb moglich.

Aus den Gleichungen der Beschreibung von Gleichspannungs- und
Wechselspannungskopplung (siehe Punkt 5.4.5.1 und 5.4.5.2) erhilt man das
Frequenzverhalten der Kopplungsleitfiahigkeit G, (Einsetzen von Gleichung 5-23
und Gleichung 5-26 in Gleichung 5-25). Bei Annahme eines unendlich grofien
Kabelquerwiderstandes’ R, resultiert folgende einfache Form fiir den Betrag von

G

12 °

’ Dies ist aufgrund des vernachlassigbaren Einfusses dieses Parameters auf den Frequenzgang moglich.
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1 1 Gleichung 5-35
G12|= it T= Ry, C
RPOW \/m mi Kabel ™~ MemKabel
R,,. = Widerstand der Pore [MOhm]
10 = Kreisfrequenz des iibertragenen Wechselspannungssignals [Hz]
T Zeitkonstante des Kabels [s]
R = Langswiderstand des Kabels [MOhm]
Cromicie = Kapazitit iiber die Kabelwand [pF]

Eine Bestimmung des Kabelparameters T aus den Messdaten ist mit Gleichung 5-35

unmittelbar moglich. Den Widerstand R, , erhdlt man aus dem Messwert bei

ore

®, = 0 Hz. Zusammen mit einer zweiten Messung von G,, bei o, > 0 Hz, folgt daraus:

= i\/ 1 — mit R, = 1 Gleichung 5-36
@\ (|6, (@) Re.) G (@)
Insgesamt gilt:
e 1 [|G12 (@, )|J2 _1 Gleichung 5-37
o\ |G (@)

Mit dieser Rechenvorschrift wurde im Frequenzbereich von 0 Hz bis 100 Hz aus den

Messergebnissen der Kabelparameter T ermittelt.

Das Modell fiir ein zylindrisches Kabel aus Punkt 5.4.4, beschreibt die Abhédngigkeit
des Kabelwiderstandes R

s UNd der Kapazitit der Kabelwand C,, .., von den

Abmessungen des Kabels. Danach gilt fiir die Kabelkonstante 7 :

_2 I _(02ms/ \I° ,
7= 10° PiC P ( zm) P Gleichung 5-38

=  Zeitkonstante des Kabels [s]
Spezifischer Widerstand des Cytoplasmas [Ohm*cm] (p, ~ 200 £cm)
= Spezifische Kapazitit der Zellmenbran [uF/cm?] ({, ~ 1 uF/cm?)
= Linge des Kabels [cm]
= Innenradius des Kabels [cm]

ﬁNg\Dq

Fiir ein Kabel mit einem Radius von 0,1 pm und einer Lange von 100 pm

beispielsweise resultiert eine Kabelkonstante von T = 2 ms, bzw. eine Grenzfrequenz

von 500 Hz.
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Nach dem Modell besteht eine direkte Abhédngigkeit der Zeitkonstante von der
Kabelldnge und dem Kabelradius. Die Messergebnisse fiir die Kabelkonstante t
wurden daher gegeniiber der Kabellange (Abbildung 5-26 A) und gegeniiber der
Breite des Lamininpfades (Abbildung 5-26 B) aufgetragen.

Ist das Modell korrekt, so sollten die Messdaten einen Anstieg von T zum Quadrat
der Kabelldnge I zeigen. Diese Beziehung kann unmittelbar im Experiment

tiberpriift werden.

Eine exakte experimentelle Bestimmung auch der Abhdngigkeit vom Kabelradius r
ist hingegen nicht moglich, da zwischen der Breite des Lamininpfades und dem
Kabelradius kein unmittelbarer Zusammenhang besteht. Ein Ergebnis der
Gleichspannungsanalyse in Punkt 5.5.1.2 war jedoch, dass der Kabeldurchmesser mit
der Breite des Lamininpfades zunimmt. Insofern ist zumindest qualitativ eine

Abnahme der Kabelkonstante T mit der Breite der Linien zu erwarten.

Die Messergebnisse in Abbildung 5-26 zeigen tatsdchlich die erwarteten

Abhéngigkeiten:

— Die Zunahme von T mit der Kabelldnge 1 in Abbildung 5-26 A kann mit einer
Parabel angefittet werden. Aus den Fitparametern erhilt man
At/A2=2,6*10" £ 2*10° ms/pm2 Fiir ein 100 pm langes Kabel ergibt sich damit
ein Wert vont=2,6 £ 0,2 ms.
Ausgehend von Gleichung 5-38 hitte ein solches Kabel einen Radius von
r=0,08+0,01 pym. Dies istin Ubereinstimmung mit dem Ergebnis
r = 0,1+ 0,07 um aus der Gleichspannungsanalyse (siehe Punkt 5.5.1.2).

Das Modell ist also konsistent.

— In Abbildung 5-26 B ist die Auswertung der Messungen mit unterschiedlichen
Pfadbreiten dargestellt. In die Analyse wurden Zellpaare mit Kabelldngen
zwischen 60 und 80 pm einbezogen. Auf Linien mit einer Breite b = 4 pym und
b = 6 pm wird eine grofsere Zeitkonstante T beobachtet als auf Linien mit nur

2 pm Breite.
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(B) T gegenuiber Pfadbreite
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Abbildung 5-26

Das Frequenzverhalten des Kabels wird beeinflusst von Lange und Durchmesser des Kabels. Die
erzielten Messergebnisse konnen mit dem Kopplungsmodell erkldrt werden.

(A) Gemittelte Messwerte des Kabelparameter t aufgetragen gegeniiber der Kabelldnge.
(B)  Gemittelte Messwerte des Kabelparameters T von Kabeln mit 60 bis 80 pym Lénge entlang von

Lamininstrukturen verschiedener Breite.

Wie diese Ergebnisse zeigen, ist es mit dem Kopplungsmodell aus Punkt 5.4.5. und

dem Kabelmodell aus Punkt 5.4.4 moglich, auch die Kopplung von

Wechselspannungen zwischen zwei Zellen vollstandig zu erkldren.
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5.6 Messergebnisse aus funktionaler Kopplung

Bei der Kopplung an funktionalen Synapsen treten nichtlineare Effekte auf. Man
kann daher im Gegensatz zu Ohm'scher und kapazitiver Kopplung kein
geschlossenes elektrisches Modell auf Basis der Theorie linearer Systeme aufstellen.
Die Messergebnisse funktionaler Kopplung wurden aus diesem Grund separat

anhand eines geeigneten Messverfahrens analysiert.

5.6.1 Messverfahren

Die Charakterisierung funktionaler synaptischer Kopplung erfolgte im CC-CC-
Modus. Abbildung 5-27 zeigt die beiden Schritte des Messverfahrens. Durch
repetitive Stimulation der prasynaptischen Zelle mit Strompulsen einer Starke von

100 pA und einer Dauer von 100 ms wurden Aktionspotentiale stimuliert (Abbildung

Funktionale Kopplung - Messverfahren

(A) Prasynaptische Stimulation von (B) Bestimmen der

Aktionspotentialen mittleren Ubertragungszeit
Stimulations-Strompuls [pA]
Prasynaptische Zelle [mV] Prasynaptische Zelle

S Postsynaptische Zelle [mV] s Postsynaptische Zelle
ég- 80"" """ T=7 r==—-=-=-17°-° ===~ |§|
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* Funktionale Kopplung: * Ubertragungszeit:
— postsynaptisches Signal folgt auf — Zeitintervall At zwischen prasynaptischem
prasynaptisches AP. AP-Maximum und postsynaptischem
— fester Zeitversatz zwischen AP und Signalanstieg.
postsynaptischem Signal. * Postsynaptisch induziertes Potential:
— Amplitude AU, der postsynaptisch
induzierten Potentialdnderung.

Abbildung 5-27

Ubertragungszeit und Kopplungsstirke einer funktionalen Synapse werden durch prasynaptische
Stimulation einer Serie von Aktionspotentialen ermittelt.

(A) Stimulationspulse und Messignale.

(B) Bestimmung von Ubertragungszeit und postsynaptischem Potential.
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5-27 A). Gleichzeitig wurde der zeitliche Verlauf der Membranspannung der

postsynaptischen Zelle aufgezeichnet.

Nach Abschluss der Messungen wurden die aufgezeichneten Daten am Bildschirm
des Patch-Clamp Verstadrkers ausgewertet. Dazu wurde fiir jedes detektierte
postsynaptische Depolarisationssignal der Zeitversatz At zum Aktionspotential der
prasynaptischen Zelle sowie die Amplitude AU, des postsynaptisch induzierten
Depolarisationspotentials bestimmt. Abbildung 5-27 B zeigt wie die beiden
Parameter anhand des tiberlagerten Signalverlaufs der Membranspannungen von

pré- und postsynaptischer Zelle ermittelt wurden.

5.6.2 Auswertung der Kopplungsdaten

Eine Ausbildung funktionaler Synapsen in vitro ist selten und wird zwischen
vereinzelt wachsenden Neuronen nur bei optimalen Kulturbedingungen erreicht
[Banker, 1998]. Im Rahmen dieser Arbeit ist es dennoch gelungen, eindeutig
synaptische Kontakte nicht nur auf homogen mit Laminin beschichteten
Kontrollsubstraten (Abbildung 5-28 A), sondern auch auf strukturierten Substraten
eindeutig nachzuweisen (Abbildung 5-28 B).

Die Anzahl an insgesamt detektierten Kopplungen war fiir eine statistische
Auswertung der gewonnenen Daten leider zu gering. Eine grundsétzliche,
qualitative Diskussion der Einzelmessungen in Abbildung 5-28 ist jedoch ebenfalls

sehr aufschlussreich und wird im Folgenden ausgefiihrt.

In beiden Messungen waren die gekoppelten Zellen um ein Vielfaches ihres
Zelldurchmessers voneinander entfernt. 47 pm bei Messung A auf dem
Kontrollsubstrat und 96 pm bei Messung B auf der Lamininstruktur. Nimmt man an,
dass die Axone in beiden Fillen nicht myelinisiert" sind, so erfolgt die Ausbreitung
eines Aktionspotentials entlang des Axons mit einer Geschwindigkeit von einigen
Zentimetern pro Sekunde (v = 16 cm/s , berechnet unter Punkt 5.4.4 fiir ein Axon mit
einem Radius von 1 pm). Auf einer Strecke von 50 - 100 pym erwartet man daher

theoretisch eine Signallaufzeit von 0,3 - 0,6 ms. Eine weitere Zeitverzogerung

' Anhand der Mikroskopieaufnahmen kann eine Myelinisierung nicht eindeutig ausgeschlossen werden.
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Funktionale Kopplung auf Struktur und Kontrollsubstrat
(A) Kontrollsubstrat {B) Lamininstruktur

Konfiguration

— Ubersicht

* Gemessen zwischen demn Rand beider Zellkénoer.  ** Bei Annahme von jewy. 1ms Zeitverlud an der Synapse,

Abbildung 5-28

Funktionale Synapsen zwischen Neuronen auf einem Kontrollsubstrat und einer Struktur aus

Laminin.

(A) Funktionale Synapse zwischen zwei unkontrolliert verbundenen Neuronen. Messung
durchgefiihrt an Tag 16, in einer Hirnschnitt-Kultur auf einem homogen mit Laminin
beschichteten Kontrollsubstrat.

(B)  Funktionale Synapse entlang einer kiinstlich aufgepragten Verbindungslinie aus Laminin.
Messung durchgefiihrt an Tag 15, in einer Hirnschnitt-Kultur auf einem mit Linien aus
Laminin strukturierten Substrat. Stempelstruktur Nr. 11: 4 ym Linen, 20 pm Knoten.

entsteht an der Synapse. Hier kann man von einem Zeitbedarf zwischen 1 und 2 ms
fiir die aktive synaptische Ubertragung ausgehen [Kandel, 1991]. In Summe erwartet
man eine Zeitverzégerung von 1,3 bis 2,6 ms, wobei die Signallaufzeit im Axon

davon nur einen kleinen Teil ausmacht.

Die experimentell gemessenen Laufzeiten sind 5,25 + 0,49 ms in Fall A und

2,42 + 0,23 ms in Fall B . Sie liegen in der erwarteten Gréflenordnung. Auch ein
Vergleich mit Literaturwerten bestétigt die Plausibilitdt der gemessenenen
Ubertragungszeiten: In einer dissoziierten Kultur hippocampaler Neuronen wird fiir
monosynaptische Verbindungen eine mittlere Ubertragungszeit zwischen

1,5 und 2,6 ms angegeben [Fitzsimonds, 1997]. Die gekoppelten Neuronen waren in

diesen Messungen maximal 950 ym voneinander entfernt.
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In der letzten Zeile von Abbildung 5-28 wurde unter Annahme einer festen
Signalverzdgerung von 1 ms an der Synapse die Ubertragungsgeschwindigkeit im
Axon berechnet. Auf dem Kontrollsubstrat (Abbildung 5-28 A) ist die berechnete
Geschwindigkeit mit 1,1 + 0,5 cm/s deutlich kleiner als 6,5 + 1,1 cm/s entlang der
durch den Lamininpfad vorgegebenen Verbindungslinie in Abbildung 5-28 B. Man
konnte diesen Unterschied auf einen "Umweg" der Axonalen Verbindung in
Messung A zuriickfiihren, derart, dass die tatsdachliche Verbindungsstrecke zwischen
beiden Neuronen auf der unstrukturierten Substratoberflache deutlich grofser ist, als
die direkte Distanz zwischen beiden Zellen. Die dieser Betrachtung
zugrundeliegende Annahme exakt gleicher synaptischer Ubertragungszeiten ist
jedoch rein hypothetisch. Ohne die Moglichkeit zur statistischen Auswertung vieler
Messungen mit unterschiedlichen Zellabstanden, ist eine Interpretation der

Ergebnisse spekulativ.
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5.7 Ergebnis der Kopplungsexperimente

Mit den durchgefiihrten Analysen zur Kopplung von Gleich- und
Wechselspannungen konnte nachgewiesen werden, dass fiir das untersuchte
Zellmodell eine Beschreibung der passiven elektrischen Eigenschaften von axonalen

Fortsdtzen mit dem physikalischen Modell eines zylindrischen Kabels korrekt ist.

Fiir makroskopische Nervenfasern des PNS ist die Anwendbarkeit dieses Modells
seit langem bekannt [Hodgkin, 1946]. Die Ubertragbarkeit auch auf mikroskopische
Axone im ZNS, war jedoch bislang mit elektrophysiologischen Methoden nicht

detailliert untersucht worden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen den Schluss nahe, dass jedes Axon im ZNS das
elektrische Verhalten eines zylindrischen Kabels aufweist. Erkenntnisse aus
Untersuchungen der Signaliibertragung im PNS kénnen demnach nach
entsprechender Skalierung der Kabelparameter unmittelbar auf das ZNS {ibertragen

werden.

Aus den Messergebnissen funktionaler Kopplung kann man folgende

Schlussfolgerungen ziehen:

1. Neuronen der verwendeten neuronalen Priméarkultur bilden funktionale

Synapsen in vitro.

2. Auch auf mit Laminin strukturierten Substratoberflachen entstehen funktionale

Synapsen. Die Ausbeute ist jedoch sehr gering.

3. Eine gezielte Anordnung von Nervenzellen zu kiinstlichen Netzwerken,
miteinander verkniipft durch funktionale Synapsen entlang vorgegebener Pfade

ist experimentell moglich.

Im Rahmen dieser Arbeit ist damit der Nachweis gelungen, dass sich mit
Mikrostrukturen aus Laminin Nervenzellen nicht nur definiert auf einer Oberflache
anordnen lassen sondern dass diese untereinander auch tiber Ohm'sche und

funktionale Synapsen kommunizieren.
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Ein zentrales Ziel zukiinftiger Arbeiten muss es jetzt sein, die Ausbeute an
funktionalen synaptischen Kontakten deutlich zu steigern. Gelingt dies, so konnen
an synaptisch verschalteten Modellnetzwerken weitreichende Fragestellungen der
Gehirnforschung experimentell untersucht werden. Beispielsweise konnten mit
entsprechenden Mikrostrukturen ringférmige Schaltungen von Nervenzellen erzeugt
werden. Solche Netzwerke wiren fiir eine Uberpriifung des Modells assoziativen

Lernens geeignet.
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6-1

6 Ausrichtung von Struktur und Substrat

Wie in Kapitel 4 beschrieben, konnen Netzwerke aus Nervenzellen durch gezielte
Strukturierung einer Substratoberfliche mit Laminin erzeugt werden. Das Protein
Laminin wird dazu mit Hilfe eines Mikrostempels auf die Substratoberflache
tibertragen. Ohne weitere technische Mafinahmen ist die Orientierung der
Stempelstruktur gegeniiber dem Substrat dabei nicht zu kontrollieren. Fiir eine
Anwendung der Methode auf homogenen Substratoberflachen ist dies auch nicht
erforderlich. Mochte man das Verfahren jedoch fiir inhomogene Substratoberflichen
verwenden und die Stempelstruktur mit einer bereits an der Subsratoberfldche
vorhandenen Struktur gezielt tiberlagern, so ist es notwendig die Position und die
Orientierung des Stempels vor dem Stempeliibertrag exakt justieren zu konnen. Ein
hierfiir geeigneter experimenteller Aufbau wurde im Rahmen dieser Arbeit

entwickelt.

Eine Ausrichtung des Stempels ist z.B. erforderlich, um Strukturen aus
unterschiedlichen Proteinen der ECM zusammenzusetzen. In Kapitel 4 wurde
beschrieben, wie neuronale Polaritat durch bestimmte Strukturelemente auf einer
Substratoberfldche beeinflusst werden kann. Eine weitere Moglichkeit selektiv
axonales und dendritisches Wachstum zu fordern besteht darin, zwei verschiedene
ECM-Proteine zu einer heterogenen Struktur zusammenzusetzen [Wheeler, 1999].
Nur wenn ein zweiter Stempelabdruck einem bereits vorhandenen exakt tiberlagert

werden kann, ist die Herstellung solcher Substrate mit Mikrostempeln moglich.

Eine weitere wichtige Anwendung ist die Verwendung von Sensorchips zur
extrazelluldren Erfassung der Signale von Nervenzellen. Die Oberfldche eines
solchen Sensors hat eine vorgegebene Struktur von regelméfiig angeordneten
Messpunkten. Ein Stempeliibertrag von Laminin auf die Sensoroberfliche muss auf
diese Messpunkte ausgerichtet werden, damit spéter die elektrischen Signale der

einzelnen Neuronen an den Messpunkten detektiert werden kénnen.

Sensorchips sind insbesondere fiir eine Analyse grofierer Netzwerke aus

Nervenzellen erforderlich. Kleine Netzwerke aus bis zu drei Neuronen konnen, wie
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in Kapitel 5 beschrieben, ohne Schwierigkeiten mit der Patch-Clamp Technik
untersucht werden. Fiir Netzwerke aus mehr als drei bis vier Nervenzellen stof3t
man aber an technische Grenzen. Einerseits wird die Anordnung der einzelnen
Messkopfe um die Probe herum sehr eng und uniibersichtlich. Andererseits benotigt
man fiir eine einzelne Messung, bedingt durch die aufwendige Positionierung jeder
einzelnen Mikroelektrode, sehr viel Zeit. Die maximal verfiigbare Messzeit ist jedoch

aufgrund der Schadigung der Zellen durch die Mikroelektroden begrenzt.

Mit einem geeigneten Sensorchip kénnen die Signale von vielen Nervenzellen
gleichzeitig aufgenommen werden. Die Signalerfassung kann unmittelbar nach
Anschluss des Chips an einen Messrechner beginnen. Eine Kontaktierung einzelner
Zellen wie bei der Patch-Clamp Technik ist nicht notwendig. Dartiber hinaus wird
die Zellmembran der Nervenzellen nicht durch Mikropipetten verletzt. Es sind

daher auch Langzeitstudien moglich.
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6.1 Sensorchips zur extrazelluldren Signalerfassung

Mit speziellen Sensorchips auf Halbleiterbasis ist eine extrazelluldre Messung der
elektrischen Signale von Nervenzellen moglich. Die Signalerfassung erfolgt dabei
ohne leitende Verbindung zum Cytoplasma ausschlief3lich tiber rein kapazitive
Kopplung [Fromherz, 1991]. Verschiedene Sensoren fiir dieses Messverfahren sind
in den letzten Jahren entwickelt worden. Grundsétzlich zu unterscheiden sind

Sensoren auf Basis von Feldeffekttransitoren (Typ1) und Mikroelektroden (Typ 2).

In Abbildung 6-1 sind zwei Sensoren von Typ 1 (A1) und Typ 2 (B1) zusammen mit
Mikroskopieaufnahmen der Sensoroberflachen (A2, B2) abgebildet.

Bei Sensoren vom Typ 1 erfolgt die Signalverstarkung unmittelbar an der Oberflache

Verwendete Sensorchips

Sensortyp (A) Typ 1: (B) Typ 2:
Sensorchip auf FET'-Basis Sensorchip auf MEA2-Basis

Gesamt-
ansicht

A1

Mikroskopie-
aufnahme
der

Sensor-
oberflache

400 pm 200 pm

' FET: Feld-Effekt-Transitor (Feldeffekttransitoren an der Oberflache eines Siliziumchips arbeiten als aktive Sensoren)
2 MEA: Mehrfach-Elektroden-Anordnung (Goldelektroden auf einer Quarzglasoberflache leiten passiv die Zellsignale ab)
Abbildung 6-1
Zwei unterschiedliche Typen von Sensorchips wurden fiir die Experimente verwendet.
(A) Sensorchip mit Feldeffekttransitoren.

(A1) Gesamtansicht, (A2) Mikroskopische Vergrofierung der sensitiven Oberflache.
(B)  Sensorchip mit Goldelektroden.

(B1) Gesamtansicht, (B2) Mikroskopische Vergrofierung der sensitiven Oberfldche
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des Sensors, so nah wie nur irgend moglich an der zu vermessenden Zelle. Verstarkt
wird mit speziell fiir diese Anwendung entwickelten Feldeffekttransistoren in der
Chipoberfldche [Fromherz, 1991; Offenhdusser, 1997; Sprossler, 1998]. Bei Typ 2
werden die Signale von der Zelle durch Mikroelektroden abgeleitet. Verstarkt
werden die Signale einige Zentimeter entfernt mit kommerziell erhéltlichen
Feldetfekttransistoren [Krause, 2000] oder Operationsverstarkern [Gross, 1979; Pine,

1980; Connolly, 1990].

Gemeinsam ist beiden Systemen die regelméflige Anordnung einer Vielzahl
sensitiver Messpunkte auf der Oberfldche des Sensors. Nach gegenwértigem Stand
der Technik ist es mit solchen Systemen moglich, simultan Signale von bis zu 64
Messkanilen aufzunehmen. Entsprechende Messpldtze werden inzwischen auch
kommerziell vertrieben (ME System, Multi Channel Systems MCS GmbH).
Aufgrund der grofsen Anzahl von simultan zur Verfligung stehenden Messkanélen,
werden solche Sensorchips in Zukunft mit grofier Wahrscheinlichkeit auch eine
entscheidende Rolle bei der Aufkldarung der Prozesse in neuronalen Netzwerken

spielen.

Anders als die Mikropipetten bei der Patch Clamp Technik, konnen die Messpunkte
an der Oberfldche extrazelluldrer Senoren jedoch nicht bewegt werden. Will man
daher Neuronen in einem durch Stempeliibertrag von Laminin erzeugten neuronalen
Netzwerkverbund mit einem Sensorchip analysieren, miissen fiir die Messung die
einzelnen Nervenzellen exakt {iber den Messpunkten an der Oberfldche des Sensors
liegen. Alle in dieser Arbeit realisierten Stempelstrukturen basieren auf einem
Grundraster von 100 x 50 pm. Dieses Raster ist kompatibel zu Sensorchips mit
Messpunkten im Abstand von 50 pm, 100 pm und 200 pm. Wachsen Nervenzellen
auf den Knotenpunkten dieses Rasters, so konnen sie mit den Sensorpunkten zur

Deckung gebracht werden.

Die Ausrichtung der Netzwerke auf die Sensorpunkte der Chips kann auf zwei
verschiedenen Wegen erfolgen: Entweder wird die Lamininstruktur ausgerichtet auf
den Sensor aufgepragt, so dass Neuronen aus einer spater aufgebrachten
Neuronenkultur sich direkt in der gewtiinschten Form auf der Oberfldche des Sensors

anordnen [James, 2000; Lauer, 2001b]. Oder aber, die Netzwerke werden auf
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strukturierten Substraten auflerhalb des Sensors erzeugt, und zur Messung kopfiiber
auf den Sensor gelegt. Im ersten Fall muss der Mikrostempel beim Stempelvorgang
auf die Messpunkte des Sensorchips ausgerichtet werden (ausgerichtete
Mikrostrukturierung). Im zweiten Fall erfolgt die Positionierung des Zellnetzes auf
die Sensorpunkte unmittelbar vor der Messung (in vitro Positionierung). Fiir beide
Verfahren ist ein spezieller apparativer Aufbau und eine besondere Technik
erforderlich. Beides wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt und ist im

Folgenden beschrieben.

6.2 Ausgerichtete Mikrostrukturierung

Aufgabenstellung fiir den Entwurf eines experimentellen Aufbaus zur ausgerichteten
Mikrostrukturierung war es, eine moglichst prazise Ausrichtung von Mikrostempeln
auf die Messpunkte eines Sensorchips zu erzielen (Ax, Ay < 5 um), bei gleichzeitig
schnellstmoglichem Ablauf des Stempelprozesses. Weiterhin sollte die
Strukturierung extrem kleiner Oberfldchen (FET < 2,5 mm &, MEA <5 mm O)
moglich sein. Diese Anforderungen ergeben sich aus der Grofle der zu
tibertragenden Mikrostrukturen (10-20 um an Zelladhdsionspunkten), der
erfahrungsgemafs erforderlichen grofien Substratanzahl je Experiment sowie den

Abmessungen der verwendeten Sensoren.

6.2.1 Hybrid-Stempelsystem aus Glas und PDMS

Die Anforderung, fiir die Strukturierung der FET-Sensoren Mikrostempel mit einem
maximalen Durchmesser von nur 2,5 mm zu verwenden, erforderte ein vollkommen
neues Design der Stempel. Anstelle eines massiven Stempelkorpers aus PDMS (siehe
oben) trat ein Hybridaufbau aus einem starren Glaszylinder und einer
mikrostrukturierten diinnen Schicht aus PDMS auf der einen Stirnseite des
Glaszylinders. Dieses Design ist erforderlich, um trotz des geringen Durchmessers

der Stempel eine ausreichende Stabilitiat zu gewahrleisten.

Ultradiinne Mikrostempel auf Glastragern sind zwar bereits in der Literatur
beschrieben [James, 1998], jedoch basierten diese Systeme bislang immer auf diinnen

Glastragern mit grofierer lateraler Ausdehnung als 2,5 mm. Solche Stempel sind in
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der Praxis nur sehr schwer zu handhaben. Ein pm-genauer Strukturiibertrag auf
Sensorchip-Oberfldchen ist mit einem solchen Design nur mit erheblichem
technischem Aufwand moglich. Beschrieben werden Systeme mit einem Aufbau
dhnlich zu einem Maskenausrichter (Mask-Aligner) aus der Photolithographie

[James, 2000; Wheeler, 2001].

Das hier vorgestellte Design mit einem Glaszylinder als Stempelriickrat hingegen,
kann mit blofien Handen und einer einfachen Pinzette gehandhabt werden und es
lasst sich mit einem kommerziell erhéltlichen Positioniersystem verbinden. Dadurch
ist eine sekundenschnelle Justage moglich. Gleichzeitig sind alle in der Literatur
beschriebenen Vorteile von ultradiinnen Mikrostempeln [James, 1998] vorhanden,

insbesondere auch die erhdhte Druck-Belastbarkeit der Stempeltopographie'.

In Abbildung 6-2 sind die wesentlichen drei Schritte des Herstellungsprozesses von
Hybridstempeln dargestellt. Die einzelnen Fertigungsschritte sind im Folgenden

stichpunktartig in Form einer Anleitung beschrieben:

1. Bereitlegen von Fertigungswerkzeug W (Abbildung 6-2 A), Glassockeln® S und
Strukturmaske M.

2. Reinigen von Fertigungswerkzeug und Glassockeln mit Aceton. Ohne eine
griindliche Entfettung der Glassockel in diesem Schritt ist die Haftung des spater
aufgebrachten PDMS-Tropfens an der Sockeloberfldche unzureichend.

3. Vorbehandlung der Oberfldche der Strukturmaske mit SDS.

4. Auftropfen von ca. 0,5 ml blasenfreiem PDMS (zuvor entgast im Excitator) auf

einen Glas-Objekttrdger.

' Aufgrund des steifen Glasriickrats wird eine Verformung der Stempelstruktur beim Stempelandruck erst bei
deutlich grof8eren Andruckkraften beobachtet, als bei PDMS Stempeln aus Vollmaterial. Aufgrund des bei
gleicher Andruckkraft mit sinkender Stempelfldache reziprok steigenden Drucks ist dies von entscheidender
Bedeutung.

? Die Glassockel werden zuvor aus Duran-Glasstaben mit 2 mm Durchmesser geschnitten und an den Enden
poliert. Die Lange der Schnittstlicke wird so prazise wie moglich auf 2 cm eingestellt.
Zur Herstellung von Hybridstempeln mit groflerem Stempelquerschnitt als 2 mm werden die Glasstiabe vor
dem Zuschnitt im Bunsenbrenner tropfenférmig verdickt. Der Schnitt erfolgt dann durch die Mitte des
Tropfens. Solche, an einem Ende auf 4 mm verdickte Hybridstempel wurden fiir die Strukturierung von MEA-
Sensoren mit einem Substratdurchmesser von 5 mm verwendet.
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Herstellung von Hybridstempeln
Teil- A) Vorbereit B) Just >CAbf
schritt (A) Vorbereitung (B) Justage (C) ormung
Arbeits- * Abformwerkzeug W, * PDMS-Tropfen mit * Ausharten des PDMS bei
ablauf Glassockel S und Glassockel aufnehmen 60 °C fir 24 h im Ofen
Strukturmaske M * Glassockel S in das * Abheben der
bereitlegen Abformwerkzeug W schieben  Strukturmaske
* Entfetten der ¢ Strukturmaske M aufsetzen * Entnahme der Stempel
Glassockel in Aceton ¢ Justage mit Feintrieb F bis
* Benetzen der die PDMS-Tropfen aller
Strukturmaske mit SDS Glassockel die Maske
berthren
Darstellung
w w
1cm

Abbildung 6-2

Die Herstellung von Hybridstempeln erfolgt mit Hilfe eines Abformungswerkzeugs. In diesem
konnen bis zu fiinf Glassockel senkrecht zur Strukturmaske und in definiertem Abstand zu dieser
gehaltert werden.

(A) Abformwerkzeug W, Glassockel S und Strukturmaske M.

(B) Glassockel Sund Strukturmaske M gehaltert im Abformwerkzeug W.

(C) Mit Feintrieb F vollstandig justierter Aufbau.

5. Senkrechtes Eintauchen des Kopfendes jedes einzelnen Glassockels in den PDMS-
Film auf dem Objekttrager. Beim Anheben der Glassockel bleibt jeweils ein
Tropfen PDMS an der Spitze haften.

6. Einschieben des Fufiendes aller fiinf Glassockel S in die Bohrungen des

Fertigungswerkzeugs W (Abbildung 6-2 B).

7. Aufsetzen der Strukturmaske M auf das Fertigungswerkzeug W, mit der

strukturierten Seite nach unten. (Abbildung 6-2 B)

8. Eindrehen der Schrauben des Feintriebs F auf der Unterseite des
Fertigungswerkzeuges W, bis der PDMS-Tropfen auf dem dadurch nach oben
geschobenen Glassockel S die Strukturmaske M beriihrt, und die
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Beriihrungstldche dem Durchmesser des Glassockels entspricht (Abbildung

6-2 C). Das Fertigungswerkzeug muss dabei aufrecht gehalten werden.

9. Erhitzen der gesamten Anordnung im Ofen. Aushérten des PDMS bei 60 °C fiir
24 h.

10. Abheben der Strukturmaske. Gewohnlich kleben die Stempel nun an der

Strukturmaske und werden mit dieser aus dem Fertigungswerkzeug gezogen.

11. Ablosen der Stempel. Dazu vorsichtig an den Glassockeln ziehen, bis sich der
gehdrtete PDMS-Tropfen von der Oberflache der Strukturmaske zu 16sen beginnt.
Beim Abldsen den Glassockel leicht verdrehen. Etwaige PDMS-Faden werden
dadurch aufgewickelt ohne die strukturierte Oberfliche des neuen Stempels zu

verkleben.

12. Die abgelosten Stempel erneut in das Abformwerkzeug stellen und im Ofen

erhitzen. Zum endgiiltigen Aushdrten diesmal bei 110 °C fiir 1 h.

13. Entnahme der Stempel. Die staubgeschiitzte Lagerung der fertigen
Hybridstempel erfolgt in mit Milli-Q gefiillten Glasgefafien.

6.2.2 Optische Ausrichtung auf Chip Sensorpunkte

Fiir die exakte Positionierung der Hybridstempel beim Stempelvorgang wird der
Glaszylinder des Stempels in einer speziell entwickelten Halterung formschliissig
fixiert. Die Halterung selbst ist Teil eines Justiersystems in welchem durch
Uberlagerung zweier optischer Strahlenginge die Aufsicht auf Stempeloberfléche

und Substratoberflache zur Deckung gebracht wird.

In Abbildung 6-3 ist das vollstindige Justiersystem schematisch (A) und als
Photographie (B, C) dargestellt.

Kernelement des Systems ist ein kommerziell erhéltliches Positioniersystem aus der

Halbleiterindustrie (FINEPLACER-145 "PICO", FINETECH electronics). Der
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Aufbau flir ausgerichtetes Mikrostempeln
{~) Schematische Zeichnunyg /&‘ Stereslupe L

/P risima P Il

Stempel 5

Gewicht G

Posttionierarm &

Verschiebetisch T
mit Chip C

(B) Justage

Abbildung 6-3

Die Ausrichtung des Mikrostempels auf die Oberfldche des Sensorchips erfolgt unter optischer
Kontrolle mit einer speziellen Positioniereinheit.

(A) Schemische Darstellung des Aufbaus sowie der Arbeitsschritte.

(B)  Photo des Aufbaus in Justagestellung

(C) Photo des auf das Substrat abgesenkten Stempels beim Stempelabdruck.

Positionierarm A dieses Systems kann punktgenau mit einer Genauigkeit’ von 1 um

um 90° zum Boden geschwenkt werden.

In angehobener Position des Hebelarms beobachtet der Experimentator durch eine
Stereolupe L (Stemi 2000, Carl Zeiss GmbH) gleichzeitig die in Prisma P {iberlagerten
Bilder von Stempel S und Sensorchip C. Durch Justage an Verschiebetisch’ T (MVT
40B & WVT 40, OWIS) bringt er diese zur Deckung. Ist die Justage abgeschlossen,
ein Vorgang der nach etwas Ubung nur wenige Sekunden in Anspruch nimmt, wird
der Arm A aus der Justageposition in Abbildung 6-3 B abgesenkt bis der Stempel wie
in Abbildung 6-3 C gezeigt, die Chipoberfldche beriihrt.

* Die vom Hersteller zertifizierte Genauigkeit des Systems betrédgt 5 ym. In den durchgefiihrten Experimenten
wurde bei konstanter Umgebungstemperatur jedoch eine Positioniergenauigkeit von besser als 1um erzielt.

* Alle Freiheitsgrade x,y,z und Rotation in der x-y-Ebene sind mit Mikrometerschrauben einstellbar.
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Nach erfolgtem Stempeliibertrag wird der Arm wieder angehoben. Nun werden
Stempel und Chip rasch ausgetauscht um die ndchste Strukturierung vornehmen zu
konnen. Der Austausch des Mikrochips erfolgt dabei durch Losen eines
Schnellspannhebels am Null-Kraft-Sockel der Chiphalterung. Der Stempel wird mit
einer Pinzette am Glassockel aus seiner Halterung gezogen und gegen einen frischen,

mit Laminin benetzten Stempel ersetzt.

6.2.3 Kontrolle des Anpressdrucks

Wie in Kapitel 4 beschrieben, ist der Anpressdruck beim Stempeliibertrag ein
kitischer Parameter des Verfahrens. Zu kleiner Druck fiihrt zu unvollstandigem
Stempeliibertrag, zu grofier Druck verformt die tibertragene Struktur. Je kleiner die
effektive Stempeloberfldche, umso genauer muss die Dosierung der Andruckkraft
erfolgen. Erzielt man bei einem gewdhnlichen Mikrostempel’ (Oberfldche

A, =78,5 mm?) mit Kréften zwischen 7,85 kN < F, < 15,7 kN gute Ergebnisse, so muss
die Kraft fiir einen verkleinerten Hybridstempel der gleichen Struktur® (Oberfléche
A, = 3,1 mm?) um einen Faktor 25 geringer sein’. Die Toleranz von 7,85 kN

schrumpft damit ebenfalls um diesen Faktor auf 0,31 kNN.

Bei einem Toleranzfenster der Andruckkraft von 7,5 kN (~ 750 g) kann der
Stempelandruck durchaus mit blofsen Handen erfolgen. Eine Kontrolle der Kraft auf
0,31 kN (~31g) genau ist jedoch nur mit technischen Hilfsmitteln méglich. Der
Hebelarm der Positioniereinheit wurde dazu mit einem verschiebbaren
Gegengewicht G ausgestattet (sieche Abbildung 6-3 A und B). Mit der Position des
Gewichts entlang einer geeichten Skala kann damit die Andruckkraft des Stempels

zwischen 50 N und 600 N auf 25 N genau eingestellt werden.

Bei entsprechender Anpassung der Andruckkraft ist es mit dem beschriebenen
Positioniersystem moglich, prazise ausgerichtete und nahezu fehlerfreie

Stempelabdriicke auf die Oberfldche der eingesetzten Sensoren zu tibertragen. In

® Annahme: Zylinderférmiger Stempel mit 1 cm Durchmesser der strukturierten Oberfliche
® Annahme: Zylinderférmiger Stempel mit 2 mm Durchmesser der strukturierten Oberflache

" Der Effekt der groferen Stabilitit durch das Glasriickrat des Mikrostempels ist bei dieser Abschitzung nicht
berticksichtigt.
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Ausgerichteter Strukturiibertrag auf Sensorchips

Sensortyp (A) Typ 1: (B) Typ 2:

Sensorchip auf FET-Basis Sensorchip auf MEA-Basis
Technische A1 B1
Zeichnung J { ) K

A
dor Stompal ) X
— Y

Mikroskopie-
aufnahme
der Sensor-
oberflache

100 pm VLS 100 pm

<V12_5 513>

Abbildung 6-4

Mit dem entwickelten Positioniersystem ist es moglich, die Oberflache von Sensorchips mit
unterschiedlichen Strukturen gezielt zu modifizieren. Die jeweilige Struktur kann dabei exakt auf
die Messpunkte des Sensors ausgerichtet werden.

(A) Ausgerichtete Lamininstruktur auf einem FET-Sensor.

(B)  Ausgerichtete Lamininstruktur auf einem MEA-Sensor.

Abbildung 6-4 sind entsprechende Mikroskopieaufnahmen von Lamininstrukturen

auf der Oberfldache eines FET-Sensors (A) sowie eines MEA-Sensors (B) dargestellt.

6.2.4 Spezialwerkzeuge fiir ausgerichtetes Mikrostempeln
Sowohl die Herstellung von Hybridstempeln, als auch deren Halterung und
Positionierung erfordern spezielle Hilfswerkzeuge. Diese sind in Abbildung 6-5 in

Detailaufnahmen abgebildet.

Wie in Punkt 6.2.1 beschrieben, ist fiir die Herstellung von Hybridstempeln ein
spezielles Fertigungswerkzeug zur Halterung der Glassockel bei der Abformung
erforderlich. Abbildung 6-5 A zeigt dieses Fertigungswerkzeug von allen Seiten. In
Abbildung 6-5 A3 sind die Schrauben des Feintriebs auf der Unterseite des
Fertigungswerkzeugs deutlich zu erkennen. Diese konnen fiir die Justage der

Glassockel mit einem Miniaturschraubenzieher verdreht werden.
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Spezialwerkzeuge fiir ausgerichtetes Mikrostempeln

(A) Werkzeug zur Stempelabformung

1cm

(B) Stempelhalterung (C) Justagewerkzeug

1cm

Abbildung 6-5

Fir Herstellung und Handhabung von Hybrid-Mikrostempeln sind Spezialwerkzeuge und -

bauteile erforderlich.

(A) Werkzeug zur Stempelfertigung. Bis zu fiinf Glaszylinder (mit einem Tropfen PDMS
versehen) werden zur Strukturabformung in die Bohrlocher (A1) gesteckt. Mit den
Stellschrauben des Feintriebs an der Unterseite (A3) wird der Abstand zur Strukturmaske
justiert.

(B) Halterung zur formschliissigen Aufnahme der Hybridstempel. (B1) zeigt die zerlegte
Halterung: Ein Sockel (Bla) nimmt den Glaszylinder des Mikrostempels (B1b) in einer
Bohrung auf. Im vorderen Teil des Sockels ist die Bohrung auf das Aussenmafs zweier
kleiner O-Ringe aufgeweitet. Diese gleiten im Abstand von 0,5 mm (Beilagscheiben) auf
dem Glaszylinder des Stempels. Durch Aufschrauben der Abschlusskappe (Blc) auf den
Sockel werden die O-Ringe auf den Glassockel des Stempels gepresst (B2).

(C) Justagewerkzeug. Fiir die Justage der Optik wird der Justierstift (C1) anstelle eines
Stempels in die Stempelhalterung (B) eingespannt. Durch Absenken des Stempelarms der
Stempelapparatur wird die Justierkappe (C2) auf den Justierstift (C1) mittig zentriert. Der
Stempelarm wird wieder angehoben und das im Mikroskop sichtbare Uberlagerungsbild
von (C1) und (C2) wird durch Justage der optischen Komponenten zur Deckung gebracht.

Um die Prédzision von 1 pm des in Punkt 6.2.2 beschriebenen Positioniersystems auch
tatsdchlich nutzen zu kénnen, muss der Hybridstempel ohne jedes Spiel mit dem
Arm des Positioniersystems verbunden werden konnen. Gleichzeitig soll aber auch
ein schneller und einfacher Austausch des Stempels moglich sein, um in rascher
Folge frisch mit Laminin benetzte Stempel zum Stempeliibertrag in das System

einsetzen zu konnen. Beides ist mit der speziell entwickelten Halterung in
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Abbildung 6-5 B moglich. Der Glaszylinder eines Hybridstempels wird darin
formschliissig von O-Ringen fixiert. Zum Stempeltausch muss lediglich die

Verschlusskappe der Halterung leicht gelockert werden.

Das dritte in Abbildung 6-5 C dargestellte Spezialwerkzeug dient zur Justage des
Positioniersystems. Um zu gewdahrleisten, dass die iiberlagerten Bilder von Stempel
und Chip auch tatsdchlich einen exakt ausgerichteten Stempeliibertrag zur Folge
haben, muss die Optik des Positioniersystems gelegentlich nachjustiert werden.
Insbesondere Temperaturschwankungen konnen zu einer Dejustage des Systems
fiihren. Die Justage der Optik erfolgt unter Beobachtung der iiberlagerten Bilder
zweier auf mechanischem Wege zu 100 % korrekt ausgerichteter Bauteile. Diese sind
in Abbildung 6-5 C dargestellt. Durch die konische Passform der Bauteile werden
diese bei abgesenktem Stempelarm mechanisch zentriert. Hebt man anschliefiend
den Stempelarm an und beobachtet die {iberlagerten Bilder, so ist die Optik genau

dann richtig justiert, wenn sich die Passformen beider Bauteile optisch decken.

6.2.5 Bewertung der ausgerichteten Mikrostrukturierung
Es konnte gezeigt werden, dass mit dem Verfahren der ausgerichteten
Mikrostrukturierung ein exakt positionierter Ubertrag von Wachstumsstrukturen auf

die inhomogene Oberfldache der extrazelluldren Sensorchips moglich ist.

Abbildung 6-6 zeigt ausgerichtet wachsende hippocampale Nervenzellen an Tag 3
auf einem MEA-Sensorchip. Die Oberflichen mehrerer Chips wurden in diesem
Versuch mit einer Linienstruktur (4 pm Linien und 20 pym Knoten, Abbildung 6-6 A)
aus Laminin bestempelt. Entweder wurden die Linien zwischen die
Elektrodenreihen eines Chips positioniert (Abbildung 6-6 B1) oder exakt tiber die
Elektroden (Abbildung 6-6 B2). In beiden Fillen waren die Knotenpunkte der
Linienstruktur auf gleicher H6he zu den Elektroden des Chips. Anhand der
Mikroskopieaufnahmen des Zellwachstums in Abbildung 6-6 B1 und B2 ist deutlich
zu erkennen, dass sich die Nervenzellen entlang der gestempelten Linien anordnen
und auf die Knotenpunkte der Linien wandern. Viele Nervenzellen in Abbildung

6-6 B liegen somit wie gewtinscht direkt iiber einer Elektrode des Sensorchips.
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Ausgerichtetes Wachstum von Neuronen auf einem Sensorchip

(A) Verwendete
Stempelstruktur @ @
P—=b

100 pm
(B) Wachstum (B1) Wachstum parallel zu (B2) Wachstum ausgerichtet auf die
von Nerven- den Elektroden des Chips Elektroden des Chips

zellen auf der
strukturierten
Chip-Oberflache

V12 _2 sll: —_—— V12 2 sl1:
100 pm SVizzst 100 pm SRS

Abbildung 6-6

Die Position von Nervenzellen auf einem MEA-Sensorchip kann durch ausgerichtete

Mikrostrukturierung exakt auf die Position der Elektroden an der Chipoberflache festgelegt werden.

(A) Verwendete Stempelstruktur: 4 pm breite Linien mit 20 pm Knotenpunkten.

(B)  Wachstum auf der strukturierten Chip-Oberflache: (B1) Zellwachstum parallel zu den
Elektroden des Chips. (B2) Zellwachstum exakt ausgerichtet auf die Elektroden des Chips.

Ohne eine geeignete Oberflichenmodifikation der Sensorchips, entsprechend der
Verfahren aus Kapitel 4, war die Qualitdt der erzeugten Wachstumsstrukturen
jedoch nur bis wenige Tage nach Zellaussaat stabil. Wurden die Chipoberflachen
chemisch behandelt, so ergab sich eine andere Komplikation: Sollten die
Siliziumchips nicht nur als inhomogenes, vorstrukturiertes Kultursubstrat dienen,
sondern zu elektrisch funktionsfahigen Sensoren zusammengesetzt werden, so war
es erforderlich die elektrischen Anschliisse jedes Siliziumchips durch Bonding-
Drahte mit makroskopischen Kontakten in einem Chip-Carrier-Gehduse zu
verbinden. Ist die Chipoberfldache aber mit Polystyrol oder Aktivester beschichtet, so
wird diese Kontaktierung sehr schwierig und schldgt haufig sogar ganz fehl. Eine
nachtréagliche Beschichtung nach erfolgter Montage des Chip aber war ebenfalls nicht
moglich, da die zur Versiegelung des Bauteils eingesetzte biokompatible

Vergussmasse PDMS (Sylgard 182, Dow Corning) in DMF (DMF als Losungsmittel
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ist erforderlich fiir den Beschichtungsprozess; siehe Kapitel 4) stark quillt. Aus
diesem Grund konnten nur sehr wenige Experimente mit beschichteten und

gleichzeitig voll funktionsfdhigen Sensoren durchgefiihrt werden.

Kurz vor Abschluss dieser Arbeit wurde in unserer Arbeitsgruppe die Entwicklung
eines neuen Chiptyps abgeschlossen. Bei diesem erfolgt die Kontaktierung zum
Gehéuse nicht mehr iiber Bonding Dréhte, sondern tiber Kontaktpunkte auf der
Riickseite des Chips [Ingebrandt, 2001]. Bei diesem Chiptyp sollte eine Montage
auch nach vorheriger Oberflaichenmodifikation problemlos moglich sein, sofern die

Riickseite des Chips wihrend des chemischen Prozesses geschiitzt wird.

6.3 In vitro Positionierung

Wie in 6.2 beschrieben, ist es durch ausgerichtetes Mikrostempeln von Laminin auf
einer geeignet chemisch modifizierten Chipoberfliche moglich, neuronale Zellen

gezielt auf den Sensorpunkten von planaren Sensorchips wachsen zu lassen.

Es wurde jedoch auch deutlich, dass es sich hierbei um ein aufwendiges und
kompliziertes, mehrstufiges Verfahren handelt. Der Ausschuss an Substraten bei
jedem einzelnen der drei Schritte Oberflachenmodifikation, Strukturierung und

Zellkultur ist signifikant.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher noch ein weiterer, davon grundsatzlich
verschiedener Ansatz erprobt, die in vitro Positionierung. Dabei erfolgte die
Ausrichtung von Wachstumsstruktur und Chipoberfldche erst nach dem
Zellwachstum auf der Struktur, also "in vitro". Die Substrate wurden dabei
kopfiiber, mit der bewachsenen Seite nach unten, auf die Oberfldche von Sensorchips

gelegt und mit einer an einem Mikromanipulator befestigten Nadel ausgerichtet.

6.3.1 Substrate fiir in vitro Positionierung

Als Substrate fiir diese Versuche wurden kleine Plattchen (2 mm x 2 mm x 0,5 mm)
aus Polystyrol verwendet (Abbildung 6-7 B1). Diese waren zuvor mit einer
Wafersdge aus dem Boden von grofien Petrischalen aus Polystyrol mit 10 cm

Durchmesser (663 102, Greiner) geschnitten worden.
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In Vitro Positionierung
(A) | 1. Strukturierung > 2. Zellkultur > 3. Positionierung >
Ablauf
Nadeln
C) }* an Mikro-
manipulatoren
Zellen©
O
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Substrat ~ Substrat  k— Substrat
(B) B2) Justage unter dem Mikrosko
Beispiele _. ) 9 p
(B1) Laminin auf
Polystyrolplattchen_
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Abbildung 6-7

Bei in vitro Positionierung wird ein bereits strukturiertes und mit Zellen bewachsenes Substrat
mittels zweier Mikromanipulatoren auf einen Sensorchip ausgerichtet.

(A) Ablauf der in vitro Positionierung.

(B1) Mit Laminin strukturiertes Polystyrolplattchen.

(B2) Bewegung des Substrats iiber der Sensoroberfldche.

Das Basismaterial Polystyrol wurde gewéhlt, um ohne zusétzliche
Oberflachenmodifikation einen ausreichenden Wachstumskontrast zu erzielen. Die
kleinen Abmessungen der Pldttchen von 2 mm x 2 mm waren erforderlich um das
Substrat in der im Durchmesser maximal 5 mm groen Offnung von EGE-

Sensorchips plazieren und justieren zu kénnen.

6.3.2 Versuchsablauf
In Abbildung 6-7 A ist der Ablauf der in vitro Positionierung dargestellt: Im ersten

Schritt werden die Polystyrolpldttchen mit Laminin strukturiert. Dies geschieht

analog zum Vorgehen bei der Strukturierung von normalen Substraten’. In

* Um die Strukturierung mit den leichter zu handhabenden Makrostempeln durchfiihren zu kénnen, wurden
jeweils 9 Substrate zu einem Quadrat zusammengelegt.
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Abbildung 6-7 Bl ist eine Mikroskopieaufnahme eines strukturierten Plattchens

abgebildet.

In Schritt 2 erfolgt die Aussaat von neuronalen Zellen. Hierzu werden die Pldttchen
mit der strukturierten Seite nach oben in eine mit Medium geftillte, grofse Petrischale
gelegt. Die Zellen sinken auf die Plattchen hinab und wachsen entlang der

Lamininstrukturen am Substrat fest.

In Schritt 3 erfolgt die Positionierung auf den Sensorchip. Dazu wird ein einzelnes
Plattchen mit einer spitzen Pinzette aus dem Zellmedium gehoben und kopfiiber in
die ebenfalls mit Zellmedium gefiillte Petrischale des Sensorchips getaucht. Die
Pinzette wird gedffnet und das Plattchen sinkt auf die Oberfldache des Sensorchips ab.
Die eigentliche Positionierung erfolgt jetzt unter optischer Kontrolle im Mikroskop
mit Hilfe von zwei, mit Nadeln (Glaspipetten) ausgestatteten Mikromanipulatoren.
Der erste Mikromanipulator driickt das Plattchen von hinten auf die
Sensoroberfldche. Mit der x- und y- Achse dieses Manipulators wird die laterale
Position des Plédttchens eingestellt. Die Nadel des zweiten Mikromanipulators wird
neben dem Plattchen plaziert. Durch Randriicken dieser Nadel an die Seite des
Plattchens ist es moglich dieses um die erste Nadel und damit um seine z-Achse zu
drehen. In Abbildung 6-7 B2 ist in zwei Aufnahmen dargestellt wie das Plattchen
mit den darauf angewachsenen Zellen bei der Positionierung tiber die

Substratoberfldche geschoben wird.

6.3.3 Messung an Kardiomyozyten

Bei der in vitro Positionierung sind die untersuchten Zellen zwischen Sensorchip und
Substrat eingeschlossen. Es ist daher nicht moglich, simultan zur extrazelluldren
Messung die Zellen mit Patch-Clamp Pipetten zu stimulieren. Will man dennoch
Aktionspotentiale messen, so muss entweder eine extrazelluldre Stimulation der
Zellen seitens des Sensorchips erfolgen oder aber ein Zellsystem verwendet werden,

welches auch ohne Stimulation spontane Aktivitit zeigt.

Fiir die Erprobung des Messverfahrens wurden aus diesem Grund keine

Nervenzellen sondern Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) eingesetzt.
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Kardiomyozyten zeigen in Kultur spontane Aktivitdt. In regelmafiigen
Zeitabstinden kontrahieren sie sich: Ca™ Einstrom in die Zelle bewirkt eine
langsame Depolarisation bis zum Ansprechen spannungssensitiver Na" Kandle. Ein
Aktionspotential mit schneller Depolarisation der Zelle wird ausgeldst. Dadurch
offnen weitere, spannungssensitive Ca” Kanile. Die Folge ist eine deutliche
Erhéhung der Ca* Konzentration im Cytoplasma, wodurch das Actomyosinsystem
der Zelle aktiviert wird, die Zelle kontrahiert sich. Schlieflich erfolgt die
Repolarisation der Zelle durch K" Ausstrom tiber ebenfalls spannungsgesteuert
geoffnete K Kandle. Das vor jeder Kontraktion ausgebildete Aktionspotential kann

extrazelluldr gemessen werden [Sprossler, 1999].

Fiir die durchgefiihrten Versuche wurden Kardiomyozyten aus den Herzen von
neonatalen Ratten (N1 bis N3) entsprechend dem Protokoll in Kapitel 2 prépariert.
Die Zellen wurden auf homogen mit Laminin’ beschichteten Substraten (2 x 2 mm?,
geeignet zur in vitro Positionierung) ausgesdt und inkubiert. Nach zwei bis drei
Tagen in Kultur konnten unter dem Mikroskop erste rhytmische Kontraktionen der
Zellschicht beobachtet werden. Messungen an den Zellen erfolgten zwischen Tag 4

und Tag 6 in Kultur.

Als extrazelluldrer Sensor wurde ein Chip mit 16 n-Kanal Feldeffekttransistoren
eingesetzt [Sprossler, 1998; Ingebrandt, 2001]. In Abbildung 6-8 sind untereinander
versetzt die Messignale abgebildet, welche von 3 Feldeffekttransistoren des Chips

simultan aufgenommen wurden.

In Abbildung 6-8 A erfolgte die Messung nach der Positionierung eines schlagenden
Bereichs der Zellschicht iiber die Sensorpunkte des Chips. In Abbildung 6-8 B wurde
zusétzlich Druck ausgetibt. Dies geschah, indem die zur Positionierung auf der
Riickseite des Zellsubstrats aufgesetzten Glaspipetten mit den Mikromanipulatoren

weiter abgesenkt wurden.

In beiden Féllen erkennt man Aktionspotentiale der Herzmuskelzellen als deutliche

Spitzen im Messignal.

* Die Beschichtung wurde hergestellt durch Lagerung der Substrate in einer Lamininldsung (50 pg/ml ) fiir
1 Stunde.
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Extrazellulare Messung an in vitro positionierten Kardiomyozyten
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Abbildung 6-8

Extrazelluldr gemessene Signale der Aktionspotentiale von spontan schlagenden Kardiomyozyten.
Messung an Tag 6 in Kultur bei 35 °C.

(A)  Zellsubstrat mit kleinsméglichster Kraft auf den Sensorchip gepresst.

(B) Messung bei grofierer Andruckkraft.

Ein Vergleich der Messignale bei schwachem Andruck (Abbildung 6-8 A) und bei
starkem Andruck (Abbildung 6-8 B) ergibt folgende interessante Beobachtungen:

1. Die Periodendauer der Kontraktionen dndert sich nicht. In beiden Fallen wird ein
zeitlicher Abstand zwischen zwei Aktionspotentialen von ca. 4 s gemessen. Der

erhohte Druck auf die Zellen beeinflusst also offenbar nicht deren Aktivitat.

2. Die Amplitude der gemessenen Signale erhoht sich mit zunehmendem Druck
drastisch. Vergleicht man die Gesamtamplitude U, vom Minimalwert des
Signals zum Maximalwert, so ergibt sich eine Erh6hung um den Faktor 6. Da mit
dem verfiigbaren Messaufbau keine Moglichkeit zur direkten Messung der
ausgetibten Krifte bestand, ist diese Beobachtung rein qualitativer Natur. Eine
Druckverstarkung der Signale konnte in mehreren Experimenten in dhnlicher
Grofsenordnung reproduziert werden. In der Beobachtung der Zellen mit dem

Mikroskop war bei den ausgetibten Kriften optisch keine Deformation der Zellen
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erkennbar.
Insgesamt waren die gemessenen Signalamplituden auch bei geringstmoglichem
Druck grofer als bei Messungen an fest auf dem Sensorchip aufgewachsenen

Zellen.

3. Die Form der detektierten Signale dndert sich mit dem Anpressdruck. Vergleicht
man die Form der Signale in der Detaildarstellung, so ist bei geringem Druck
zuerst ein kleiner positiver und dann ein grofserer negativer Ausschlag zu
erkennen. Bei hohem Druck hingegen beobachtet man Ausschldge mit
anndhernd gleicher Amplitude in beide Richtungen. Diese Beobachtung ist
besonders interessant, da sich hieraus eine Moglichkeit ergibt die elektrische

Kopplung zwischen Sensor und Zelle genauer zu untersuchen [Ingebrandt, 2001].

6.3.4 Bewertung der in vitro Positionierung

Es konnte gezeigt werden, dass eine in vitro Positionierung wie oben beschrieben
moglich ist. Die Zellen werden nicht zwischen dem Polystyrolplattchen und der
Sensoroberfldche zerquetscht, sondern konnen unbeschédigt auf die Messpunkte
eines Chips ausgerichtet werden. Es muss allerdings darauf geachtet werden, eine
Verschiebung des Pléttchens iiber grofiere Strecken immer nur mit der fiir die
Bewegung gerade noch ausreichenden Andruckkraft auszufiihren. Ist die
Andruckkraft bei einer Verschiebung zu grofi, so werden einzelne Zellen von der

Substratoberfldche geschert.

Sind die Zellen spontan elektrisch aktiv, so sind ihre extrazelluldren elektrischen
Signale mit Sensorchips messbar. Die erzielbaren Signalamplituden eingekoppelter
Aktionspotentiale sind dabei deutlich grofier als bei Zellen, die direkt auf der
Oberfldche eines Sensorchips kultiviert werden. Das Verfahren eignet sich daher
insbesondere auch fiir extrazelluldre Messungen an Netzwerken aus Nervenzellen.
Die Aktionspotentiale von Nervenzellen sind gewohnlich deutlich schwiécher als bei
Kardiomyozyten. Die hinzugewonnene Sensitivitdt des Sensors bei in vitro
Positionierung ist daher von entscheidender Bedeutung. Weitere Vorteile der

in vitro Positionierung sind:
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— Es besteht die Moglichkeit iiber die Andruckkraft die Kopplung zwischen Zelle
und Sensor zu beeinflussen. Dadurch wird es moglich, das gegenwartig
allgemein anerkannte Modell der Kopplung zwischen Zelle und extrazelluldarem
Sensor, das Punktkontaktmodell [Fromherz, 1999], bei kontinuierlich variierter

Kopplung experimentell zu untersuchen.
— Esist keine Oberflichenmodifikation des Sensorchips erforderlich.

— Die Strukturierung der Kultursubstrate kann mit gewhnlichen Mikrostempeln

erfolgen, ohne einen speziellen Aufbau zur Ausrichtung.
— Viele Substrate konnen mit einem einzigen Sensorchip gemessen werden.

— Esist ohne grofien Aufwand mdglich eine sehr grofie Zahl strukturiert
bewachsener Substrate herzustellen. Aus diesen konnen dann unmittelbar vor

der Messung die besten ausgewéahlt werden.
Es gibt jedoch aber auch zwei entscheidende Nachteile:

— Durch den Einschluss der Zellen zwischen Polystyrolsubstrat und Chipoberfldche
ist kein direkter Zugang zu den Zellen méglich. Eine gezielte Stimulation oder
Signalableitung der Zellen durch Patch-Clamp Messung mit Mikropipetten ist
daher ausgeschlossen. Aus diesem Grund wurden elektrische Messungen im
Rahmen dieser Arbeit ausschliefdlich an spontan aktiven Kardiomyozyten

durchgefiihrt.

— Fiir die Messung sind immer zwei Mikromanipulatoren und ein Mikroskop zur
Justage erforderlich, ein sehr aufwendiger und kompliziert zu bedienender
Messaufbau. Wird der Sensorchip hingegen vor der Zellaussaat ausgerichtet
strukturiert, so konnen alle weiteren Schritte einschliefilich der Messung auch in

einem technisch einfacher ausgestatteten Zellabor durchgefiihrt werden.

Die in vitro Positionierung ist eine sehr vielversprechende neue Technik zur
extrazelluldren Messung der Signale von elektrisch aktiven Zellen. Insbesondere in
Kombination mit extrazelluldrer Stimulation ergeben sich interessante neue

Moglichkeiten zur Untersuchung neuronaler Netzwerke.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Das Wachstum von Nervenzellen und deren Verbindungen im zentralen und
peripheren Nervensystem wird durch Proteine der extrazelluldren Matrix
kontrolliert [Sanes, 1989]. Artifizielle Strukturen dieser Proteine auf kiinstlichen
Substratoberflachen beeinflussen daher auch neuronales Wachstum in vitro

[Letourneau, 1975].

In dieser Arbeit wurde das Protein Laminin verwendet, um damit Netzwerke von
Nervenzellen auf strukturierten Oberflaichen zu erzeugen. Entsprechende
Proteinstrukturen wurden dazu mit Polymerstempeln aus Polydimethylsiloxan auf
Zellkultursubstrate tibertragen. Die Fertigung der Stempel erfolgte in einem
mehrstufigen Verfahren durch Abformung von photolithographisch hergestellten
Masken.

Als Standardsubstrat wurde Polystyrol verwendet. Dieses ist ausreichend
hydrophob, um ohne Oberflichenmodifikation ein Anhaften von neuronalen Zellen
zu verhindern. Ubertragenes Laminin haftet durch Physisorption an der Oberfldche
dieser Substrate. In Experimenten mit chemisch reaktiven Oberfldchen aus
Aktivesterbiirsten konnte dariiber hinaus eine kovalente Anbindung von Laminin an

die Oberfldache erzielt werden.

In systematischen Wachstumsversuchen mit neuronalen Zellen der Zellinien MzN
und P19 wurden geeignete Strukturen fiir die gezielte Steuerung neuronalen
Wachstums identifiziert. Mit einer Geometrie von 20 pm breiten Adhdsionspunkten
und 4 pm breiten Linien ist es gelungen, mehr als 85 % der Zellen in einer Kultur auf
vorgegebene Positionen an der Substratoberfldche zu fokussieren und entlang
definierter Pfade zu verbinden. Auf Basis dieser Ergebnisse wurden Linien- und

Gitternetzwerke sowie komplexere Schaltungen von Nervenzellen realisiert.

Fiir systematische elektrophysiologische Messreihen wurden Nervenzellen aus
Hirnschnitten verwendet. In dieser Form von Primérkultur sollten durch Erhalt des

intakten Zellverbundes im Schnitt Kulturbedingungen moglichst nahe zur Situation
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in vivo geschaffen werden, um die Bildung von Synapsen zu begiinstigen.

Bei geeigneter Plazierung der Schnitte auf zuvor strukturierten Substratoberflachen,
konnte ein Auswachsen einzelner Nervenzellen entlang der Proteinstrukturen erzielt
werden. Mit denselben Strukturen, die bei Versuchen mit dissoziierten Neuronen
(MzN und P19) eine Kontrolle des Wachstums ermdoglicht hatten, gelang es auch in
diesem Fall geordnete Netzwerke herzustellen. Einzig Strukturen mit
unterbrochenen Linien erwiesen sich als ungeeignet, da die Liicken in den Linien ein

schnelles Auswachsen von Nervenzellen aus dem Hirnschnitt behinderten.

Netzwerke aus Nervenzellen dieser Hirnschnitt-Kulturen wurden mit der Patch-
Clamp Technik elektrophysiologisch untersucht und mit Nervenzellen auf
unstrukturierten Kontrollsubstraten verglichen. Eine deutliche Verringerung der
Dichte an aktiven Na'- und K'- Ionenkandlen um einen Faktor 2-3 wurde dabei auf
strukturierten Substraten festgestellt. Antikoérperfirbungen mit anti-GFAP zeigten
einen verstirkten Uberwuchs der Nervenzellen mit Gliazellen. Dies ist eine

mogliche Ursache fiir die abgeschwéchten Ionenstrome.

In simultanen Patch-Clamp Messungen, an bis zu drei Neuronen gleichzeitig, gelang
der eindeutige elektrophysiologische Nachweis synaptischer Kopplung in den
erzeugten Netzwerken. Sowohl funktionale synaptische Kopplung tiber chemische
Synapsen, als auch Ohm'sche Kopplung iiber Gap-Junctions wurde beobachtet.
Funktionale Kopplung wurde allerdings nur sehr selten detektiert, Ohm'sche

Kopplung hingegen in einer fiir statistische Analysen ausreichenden Zahl.

Aus den Messergebnissen Ohm'scher Kopplung wurde ein elektrisches
Kopplungsmodell abgeleitet. Die Analyse der Messdaten ergab, dass die
Signalleitung in den Nervenfasern der erzeugten Netzwerke wie in einem
zylindrischen, durch die Zellmembran von der Umgebung isolierten Kabel erfolgt.
Dieses Kabelmodell entspricht dem von Axonen mit gréfserem Durchmesser
[Hodgkin, 1946]. Fiir dieses Kabelmodell ist ein exponentielles Abklingen der
Ubertragungsfunktion mit der Lange des Kabels charakteristisch. Dieses Verhalten
konnte auch in den durchgefiihrten Versuchen nachgewiesen werden. Zur
Bestimmung des exakten Verbindungswegs und dessen Lange, wurde dabei das

Cytoplasma der untersuchten Nervenzellen durch Mikroinjektion von



Fluoreszenzfarbstoff angefarbt.

Auch ein Zusammenhang zwischen Breite der vorgegebenen Verbindungspfade aus
Laminin und den Eigenschaften des Kabels konnte nachgewiesen werden. Die
Signaliibertragung durch Kabel entlang von dicken, 6 pm breiten Pfaden war
signifikant stdrker als entlang von diinneren Pfaden mit 2 pym oder 4 pm Breite. Die
Breite des Lamininpfades beeinflusst offenbar die Dicke des darauf wachsenden
Axons. Fiir eine quantitative Interpretation des Zusammenhangs waren jedoch nicht

geniigend Messdaten verfligbar.

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass mit Hilfe von
Mikrostrukturen aus Laminin synaptisch verschaltete Netzwerke von Nervenzellen
in vitro erzeugt werden kénnen. Die Neuronen bilden darin Ohm'sche und
funktionale Synapsen aus. Strukturierte neuronale Zellkultur eignet sich daher
insbesondere auch fiir das Studium synaptischer Plastizitdt in einem vorgegebenen

Netzwerk.

Interessant erscheint eine Kombination dieses Ansatzes mit extrazelluldren
elektrophysiologischen Messverfahren, realisiert durch Sensorchips auf Basis von
Halbleitersensoren [Fromherz, 1991; Sprossler, 1999], oder Elektrodenfeldern [Gross,
1977; Krause, 2000]. Beide Systeme ermdoglichen eine nicht-invasive Erfassung der
Signale vieler hundert Nervenzellen gleichzeitig. Langzeitstudien synaptischer
Plastizitdt in definierten Netzwerken von Nervenzellen sind auf diesem Wege
denkbar. Dies eroffnet die Moglichkeit zu einer gezielten experimentellen

Uberpriifung von Modellen fiir Lernen und Gedéchtnis.

Innerhalb dieser Arbeit wurden bereits wesentliche Voraussetzungen fiir derartige
Versuche geschaffen. Ein Positioniersystem zur exakten Ausrichtung von
Mikrostempeln auf die Oberflachenstruktur der Sensorchips wurde entwickelt.
Lamininstrukturen kénnen dadurch mit 1 pm Positioniergenauigkeit auf die

Messpunkte an der Chipoberfldche iibertragen werden.



7-4 7 Zusammenfassung und Ausblick

Entscheidende Hiirden fiir gezielte quantitative Experimente sind derzeit jedoch
noch die geringe Sensitivitdt der extrazelluldren Sensoren sowie die extrem geringe

Ausbeute an funktionalen Synapsen in den erzeugten Netzwerken.

Die erste Hiirde wird durch weitere Optimierung des physikalischen Chipdesigns in
naher Zukunft voraussichtlich deutlich kleiner werden. Wissenschaftliche Arbeiten

mit diesem Ziel sind Gegenstand aktueller Forschung [Ingebrandt, 2001].

Eine Steigerung der Anzahl funktionaler Synapsen ist mit grofser Wahrscheinlichkeit
durch weitere Optimierung des Zellkulturprotokolls moglich. Ein Wechsel von
Hirnschnitten zu einer dissoziierten Primarkultur in zukiinftigen Experimenten ist
ein moglicher Ansatzpunkt. Beispielsweise konnten dissoziierte Neurone in
Kokultur zu einem Hirnschnitt auf dem gleichen Substrat ausgesat werden, um so
die Vorteile beider Zellsysteme zu kombinieren.

Ein wesentlicher Vorzug von dissoziierten Nervenzellen gegentiber Hirnschnitten in
diesem Zusammenhang ist, dass fiir die Substratstrukturierung auch komplexe
Strukturen mit Liicken verwendet werden konnen. Mit derartigen Strukturen ist es
bereits gelungen, gezielt neuronale Polarisation zu induzieren [Stenger, 1998; Lauer,
2001]. Nur Nervenzellen mit definierter axonaler und dendritischer Polaritiat konnen
funktionale Synapsen ausbilden. Die Voraussetzungen zur Synapsenbildung
konnten mit entsprechenden Strukturen also gezielt gefordert werden.

Geeignete Strukturen wurden in dieser Arbeit bereits anhand von axonalen und

dendritischen Antikorperfarbungen an Neuronen der Zellinie MzN identifiziert.
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8.1 Mikrostrukturen

Insgesamt 37 verschiedene Mikrostrukturen wurden zur Strukturierung von
Zellkultursubstraten in dieser Arbeit eingesetzt. Eine vollstindige Ubersicht aller
Strukturen ist in Tabelle 8-1 wiedergegeben. In den Abbildungen in Spalte 4 der
Tabelle ist dazu jeweils ein charakteristischer Auschnitt der zugrundeliegenden
technischen Zeichnung dargestellt. Durch periodische Vervielfdltigung des darin
abgebildeten Strukturelements in x- und y- Richtung wird die gesamte
Strukturflache von jeweils 1 cm? ausgefiillt. Alle Strukturen basieren auf einem

Raster von 100 x 50 pm.

Tabelle 8-1

Auflistung aller fiir die Herstellung von Mikrostempeln eingesetzten Strukturen. Die jeweilige
Strukturnummer in Spalte "ID" wird an verschiedenen Stellen dieser Arbeit zur eindeutigen
Identifizierung der Strukturen verwendet.

ID Struktur Abmessungen Technische

Zeichnung

1 Linien Linien: 2 pm

Abstand: 100 pm

2 Linien Linien: 4 pym

Abstand: 100 pm

3 Linien Linien: 6 pm

Abstand: 100 pm

4 Gitter Linien: 2 pm

Maschen: 100 x 50 pm




8-2

8 Anhang

Gitter

Linien: 4 pm

Maschen: 100 x 50 pm

Gitter

Linien: 6 pm

Maschen: 100 x 50 pym

Gitter mit Knoten

Linien: 2 pm

Knoten: 10 pm

Maschen: 100 x 50 pm

Gitter mit Knoten

Linien: 4 pm

Knoten: 12 pym

Maschen: 100 x 50 pym

Gitter mit Knoten

Linien: 6 pm

Knoten: 14 pm

Maschen: 100 x 50 pm

10

Linien mit Knoten

Linien: 2 pm
Knoten: 20 pm

Linienabstand: 50 pym
Knotenabstand: 100 pm

11

Linien mit Knoten

Linien: 4 pm
Knoten: 22 pym

Linienabstand: 50 pym
Knotenabstand: 100 pm

& S

12

Linien mit Knoten

Linien: 2 pm
Knoten: 10 pm

Linienabstand: 50 pym
Knotenabstand: 100 pm
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13 | Gitter mit Knoten Linien: 2 pm A A
Knoten: 20 pm j< j<
Y v

Maschen: 100 x 50 pm
14 | Gitter mit Knoten Linien: 4 pm N N
Knoten: 22 pm )< )(
o

Maschen: 100 x 50 pm
15 | Gitter mit Knoten Linien: 6 pm N 2N
Knoten: 24 pm )( )(
N

Maschen: 100 x 50 pm

16 | Gitter mit Knoten und | Linien: 2 pm | ||
Liicken Knoten: 10 pm % %fr
Liicken: 5 pym
Maschen: 100 x 50 pm
17 | Gitter mit Knoten und | Linien: 2 pm ” U
Liicken Knoten: 10 pym ¥ %r
Liicken: 10 pym
Maschen: 100 x 50 pm
18 | Gitter mit Knoten und | Linien: 2 pm _ ﬁuf _ ﬁuf _
Licken Knoten: 10 pm — o — o —
Liicken: 20 pym
Maschen: 100 x 50 pm
19 | Gitter mit Knoten und | Linien: 2 pym :
= % = ==<n>=====
unterbrochenen Knoten: 10 pm T
Linien Unterbrechungen: 5 pm

Maschen: 100 x 50 pm
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20 | Gitter mit Knoten und | Linien: 2 pym
unterbrochenen Knoten: 10 pm | |
Linien Unterbrechungen: 2 pm
Maschen: 100 x 50 pm
21 | Gitter mit Knoten und | Linien: 2 pym | i
unterbrochenen Knoten: 10 pym H i
i |
Linien Unterbrechungen: 1 pm : '
Maschen: 100 x 50 pm
22 | Gitter mit Knoten und | Linien: 4 pym A A
Liicken Knoten: 22 pym : :
Liicken: 5 pym : :
Maschen: 100 x 50 pm
23 | Gitter mit Knoten und | Linien: 4 pym
Liicken Knoten: 22 pym
Liicken: 10 pym
Maschen: 100 x 50 pm
24 | Gitter mit Knoten und | Linien: 4 pym
Liicken Knoten: 22 pym
Liicken: 20 pym
Maschen: 100 x 50 pm
25 | Gitter mit Knoten und | Linien: 4 pm ) :E , :5 .
unterbrochenen Knoten: 22 pym . <>; » <>; .
Linien Unterbrechungen: 5 pm E E
Maschen: 100 x 50 pm
26 | Gitter mit Knoten und | Linien: 4 pym
unterbrochenen Knoten: 22 pym " :
Linien Unterbrechungen: 2 pm i i
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Maschen: 100 x 50 pm
27 | Gitter mit Knoten und | Linien: 4 pm ! i
unterbrochenen Knoten: 22 pm H E
Linien Unterbrechungen: 1 um : ;
Maschen: 100 x 50 pm
28 | Reihenschaltung mit | Linien: 2 pm OO0
unterbrochenen Knoten: 20 pm DD D
Linien Unterbrechungen: 5 pm NEDNIDN
Linenabstand: 100 pm —
Knotenabstand: 100 pm
29 | Paralellschaltung mit | Linien: 2 pm
unterbrochenen Knoten: 20 pm j[ ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ T aaaaaaa ]r j[ nnnnnnn T
Linien Unterbrechungen: 5 um T T
%“
Linenabstand: 100 pm
Knotenabstand: 100 pm
30 | Kaskade Linien: 2 ym T? TT ? T? T? TT TT TY
(zunehmend) mit Knoten: 20 pym T—% T—$ T—% Li
unterbrochenen Unterbrechungen: 5 pm ;
Linien Linenabstand: 50 pym
Knotenabstand: 100 pm
31 | Kaskade Linien: 2 pym
(abnehmend) mit Knoten: 20 pym
unterbrochenen Unterbrechungen: 5 pm
Linien Linenabstand: 50 ym
Knotenabstand: 100 pm
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32 | Riickkopplung Linien: 2 pm ,, n
(enge Schleife) mit Knoten: 20 pm gg" Om—C
unterbrochenen Unterbrechungen: 5 pm 4& g
Linien ) N B
Linenabstand: 50 pm
Knotenabstand: 100 pm | < :===<">
“%
33 | Riickkopplung (weite | Linien: 2 pm =jﬁ
Schleife) mit Knoten: 20 ym T T T
unterbrochenen Unterbrechungen: 5 pm Lo
Linien Linenabstand: 100 pm
Knotenabstand: 100 pm
34 | Reihenschaltung Linien: 2 pm >
Knoten: 20 pm —
Linenabstand: 100 pm — > ©
Knotenabstand: 100 ym | —
35 | Paralellschaltung Linien: 2 pm
Knoten: 20 pm T j}; T T 1
Linenabstand: 100 pm ‘on
Knotenabstand: 100 pm
36 | Kaskade Linien: 2 pm 7
(abnehmend) Knoten: 20 pm ; 7 $ 7
_Teil 1: K [N (O R
T | Linenabstand:S0wm | JYYTITTITIITITT
Knotenabstand: 100 pm
37 | Kaskade Linien: 2pym | “vTTY
(abnehmend) Unterbrechungen: 5 pm
— Teil 2:

Verbindungen

Linenabstand: 50 pm
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Ach
AchR

AP

Axon

BNC

CAD

Cell-Attached

Clipping

Dendriten

DIC
ECM

FET

Gigaseal

8-7

Acetylcholin.
Acetylcholinrezeptor.

Aktionspotential. Elektrischer Puls eines Neurons,
ausgelost durch Erregung des Neurons iiber einen

Schwellenwert.

Einzelner, langer und diinner Fortsatz eines Neuron mit
der Fahigkeit zur aktiven, verlustfreien Weiterleitung

eines Aktionspotentials.

Normierte Anschlussnorm fiir

Hochfrequenzverbindungen.

Computer Aided Design; Grafiksystem zur Erstellung

technischer Zeichnungen, wie z.B. Autocad.

Patch-Clamp Konfiguration zur Messung einzelner

Ionenkanaile.

Ubersteuerung eines Verstirkers. Kann ein elektronisches
Verstdarkerbauteil ein Signal innerhalb seines begrenzten
Dynamikumfangs nicht mit voller Amplitude iibertragen,
so werden die Spitzen des Signals gekappt. Man spricht

in diesem Zusammenhang von Clipping.

Stark verzweigte Fortsédtze eines Neurons. Empfangen

Signale und leiten diese passiv zur Zelle weiter.
Tag in Kultur (engl.: Day in Culture).
Extrazelluldre Matrix (engl.: Extra Cellular Matrix).

Sensorchip zur extrazelluldren Signalmessung basierend

auf Feldeffekttransistoren.

Abdichtwiderstand im Bereich einiger Gigaohm.
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In vitro Am lebenden Praparat aufierhalb des Organismus.
In vivo Am lebenden Organismus.
MEA Multi-Elektroden-Array. Sensorchip zur extrazelluldren

Signalmessung basierend auf Goldelektroden.

NGF Nerve Growth Factor. Wachstumsfaktor welcher das

Uberleben neuronaler Zellen unterstiitzt.

Passagieren Ablosen von Zellen von Kulturgefdfien und verdiinnte

Neuaussaat zur weiteren Kultivierung.

Patch Membranfragment einer Zelle.
PNS Periphdres Nervensystem.
SAC Stretch Activated Cation Channels. Durch Druck oder

Zug geodffnete Ionenkanile.

Sub-Thresehold Stimulation einer Nervenzelle unterhalb der

Ausloseschwelle (engl. thresehold) fiir ein

Aktionspotential.
[8AY Ultraviolette Strahlung.
Whole-Cell Patch-Clamp Konfiguration zur Messung aller

Ionenkanéle der gesamten Zellmembran.

ZNS Zentrales Nervensystem.
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8.3 Gerateverzeichnis

8.3.1  Laborgerite
Glaselektroden-Puller Horizontaler Pipettenpuller.

P-97, Sutter Instrument Company, USA.

Inkubator Inkubator, CO2-Begasung.
BB 6060, Heraeus Instruments GmbH, D-63450 Hanau.

Oszilloskop Speicheroszilloskop.
9400 A, LeCroy, Schweiz.
Sterilbank Sterilarbeitsbank.

Lamin Air HB 2436, Heraeus Instruments GmbH, D-63450

Hanau.

Gewebsschnittmaschine Tissue Chopper, Mcllwain, England.

8.3.2  Mikrostempel-Ausrichtung

Positioniereinheit FINEPLACER-145 "PICO", FINETECH electronics, D-
10247 Berlin.

Stereolupe Stemi 2000, 6.5 — 45x, Carl Zeiss GmbH, D-60335
Frankfurt.

Verschiebetisch MVT 40B & WVT 40, OWIS, D-79219 Staufen i. Br.

8.3.3  Dreifach Patch Clamp Messaufbau

Framegrabber Meteor II, Matrox Electronic Systems GmbH, D-82008
Unterhaching.
Manipulatoren Mikromanipulatoren, Schrittmotor gesteuert in XYZ-

Richtung fiir alle drei Patch-Clamp Verstarkerkopfe,
sowie fiir den Mikroskop-Fokustrieb.

Mini 25, Luigs&Neumann GmbH, D-40880 Ratingen.

Mikroskop 1 Olympus IX-50, Olympus, D-20097 Hamburg.
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Mikroskop 2 Zoom 100 D, EHD Physikalische Technik GbR, D-49401

Damme.

Patch Clamp Verstarker Whole Cell / Patch-Clamp Amplifier.
Modell: EPC-9/3, Steuersoftware: TIDA 4.11.
HEKA Elektronik, Dr. Schulze GmbH, D-67466
Lambrecht/Pfalz.

Videokamera 1 Sony XC-333 P, Sony Deutschland GmbH, D-50829 Koln.

Videokamera 2 Sony XC-003 P, Sony Deutschland GmbH, D-50829 KoIn
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8.4.1 Software
Autocad

MIL

MSAccess

PSpice

Tida

Visual Basic

CAD System zur Arfertigung technischer Zeichnungen.
Autocad LT V2.0, Autodesk, Deutschland.

Treiberpaket zur Ansteuerung der Matrox-
Framegrabberkarten tiber Visual Basic.

MIL Lite, Matrox Electronic Systems GmbH, D-82008
Unterhaching.

Relationale Datenbank.

MSAccess '97, Microsoft, USA.

Softwarepaket zur Simulation elektronischer Schaltungen.
PSpice Mixed Mode Simulator, Version 6.0,
MicroSim Corporation, USA.

Steuer- und Messprogramm fiir den Betrieb des Patch-
Clamp Verstdrkers.

Tida 4.11, HEKA Elektronik, Dr. Schulze GmbH, D-67466
Lambrecht/Pfalz.

Graphische Entwicklungsumgebung auf Basis der
Programmiersprache Basic.

Visual Basic, Microsoft, USA.

8.4.2 Technische Materialien

24-Well Platten

Multiwell ™ Gewebekulturplatte.
Falcon 3047, Becton Dickinson & Company, USA.

75 ml Flaschen zur Zellkultur.
Falcon 3111, Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg.
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Eppendorf Rohrchen

Glaselektroden

Glaswafer

Hellmanex

Milli-Q Wasser

PDMS

Photolack

Polystyrol Substrate

SDS

8 Anhang

1,5 ml Eppendorf Rohrchen zur Stempelfertigung.
0030 121.589, Eppendorf — Netheler — Hinz GmbH,
D-22331 Hamburg.

Borosilicatglaskapilare mit Filament.

Lange L = 100 mm, Aussendurchmesser D, = 1,5 mm
Innendurchmesser D, = 0,87 mm, Wandstarke s = 315 um,
Filamentdurchmesser D, = 315 yum.

1810016, Hilgenberg, D-34323 Maisfeld.

0,6 mm dicke Glasscheiben im Durchmesser von 5".

MEMC Electronic Materials, USA.

Reinigungsmittel fiir Ultraschallreinigung.
320001 Hellmanex II, Hellma GmbH & Co, D-79379
Miillheim.

Reinstwasser, 18.2 MQ cm™.
Millipore GmbH, D-65760 Eschborn.

Polydimethylsiloxan. Transparenter Polymerwerkstoff
auf zwei-Komponenten-Basis.

Sylgard 182, Dow Corning, bezogen iiber Sasco
Semiconductor, D-85640 Putzbrunn.

Positiv Photolack.
AZ 4562, Clariant GmbH, D-65843 Sulzbach.

Petrischalen aus Polystyrol mit 3 cm Durchmesser.

627 102, Greiner Labortechnik, D-72636 Frickenhausen.

Petrischalen aus Polystyrol mit 10 cm Durchmesser.

663 102, Greiner Labortechnik, D-72636 Frickenhausen.

Sodium Dodecyl Sulfate.
SDS 71729, Fluka (Sigma-Aldrich GmbH), D-82041

Deisenhofen.
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Zellkulturflaschen

25 ml Flaschen zur Zellkultur.
Falcon 3108, Becton Dickinson, D-69126 Heidelberg.

8.4.3  Chemikalien allgemein

Benzophenonsilan

C.AE

CH,CI,

DMAA

DMF
ETOH
H,SO,
HCl

Initiator

NaOH
KOH
Toluol

Triethylamin

(4-B'-Chlorodimethylsilyl)propyloxybenzophenon

Aktivester angebunden als Kopfgruppe an eine Kette von
5 Kohlenstoffatomen. Monomer synthetisiert nach einem

Protokoll von S. Golze.
Dichlormethan.

Dimethylacrylamid. Monomer synthetisiert nach einem

Protokoll von S. Golze.
Organisches Losungsmittel.
Ethanol.

Schwefelsdure.

Salzsaure.

Initiatoren fiir die Anbindung von Polystyrol und C,AE-
DMAA-Copolymerbiirsten an Siliziumoberflachen.

Synthetisiert nach Protokollen von S. Golze.
Natronlauge

Kalilauge

Organisches Losungsmittel.

Katalysator zur Bindung freier Salzsaure.

8.4.4 Chemikalien zur Zellkultur

Accutase

Enzym zur Ablosung und Vereinzelung von Zellen.
L11-007, PAA, D-35091 Colbe.
(Verwendet anstelle von Trypsin fiir besonders

empfindliche Zellen)
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ARA-C

ATP

B-27

cAMP

DMEM /F12

DNAse Typ II

EDTA

EGTA

FCS

Glutamax 1

Gluconsaure

8 Anhang

Cytosine $5-D-Arabinofuranoside.

C-6645, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

Adenosin 5'-Triphosphate.
A 8937, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

B-27 Supplement.
17504-044, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

Cyclic Adenine Mono Phosphate.
104 396, Roche Diagnostics GmbH, D-68305 Mannheim.
(100 mM Stammldsung, gelagert bei -20 °C)

Dulbecco's Modifiziertes Eagle Medium / Nutrient Mix
F12 (1:1).
21331-012, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

DNAse Typ II. Geliefert in 40.000 Gebrauchseinheiten.
D 4527, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

Ethylendiamine Tetra-Acetic Acid.
E 6758, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

Ethyleneglycol-bis(3-Aminoethyl Ether)-Tetra-Acetic
Acid.
E 4378, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

Fetal Calf Serum.
F-7524, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

200 mM L-Alanyl-L-Glutamine.
35050-038, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

Gluconic Acid.
G 4500, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-82039

Deisenhofen.
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Glucose

Glutaminsaure

HAMS F10

HAMS F12

HAT

HBSS

ITS

L-Glutamin

MEM

Na-Pyruvat

NGF

D-(+)-Glucose.
G 7021, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-82039
Deisenhofen.

Glutaminsaure.

12419-016, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

Zellkulturmedium.

21955-018, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

Zellkulturmedium.

N-1387, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

HAT Supplement; Hypoxanthin 5mM, Aminopterin
20 pM, Thymidin 0,8 mM.
21060-017, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

Hanks Balanced Salt Solution; Ca- und Mg- frei.
14185-045, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

Insulin-, Transferrin-, Selenit-Losung

1884, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

L-Glutamin.

G-1573, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

Minimal Essential Medium.

Neurobasal Alpha Medium 10888-022, Life Technologies
GmbH, D-76131 Karlsruhe.

(enthélt Ribonukleoside, Desoxiribonukleoside und

Glutamax I)

100mM Natriumpyruvat
11360-039, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

Nerve Growth Factor 7S.
13290-010, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.
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PBS Mit Phosphat gepufferte Salzlosung (engl.: Phosphate
Buffered Saline). Die mit deionisiertem Wasser
hergestellte Losung enthilt 2,7 mM Kaliumchlorid und
138 mM Natriumchlorid bei pH 7,4 .

14040-083, Life Technologies GmbH, D-76131 Karlsruhe.

P/S Penicillin / Streptomycin Losung.
P11-010, PAA, D-35091 Célbe.
(Einsatz in Verdiinnung 1:100)

PFA Paraformaldehyd, reinst.
1.04005.1000, Merck, D-64293 Darmstadt.

Pipes Pipes.
P 8658, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

RA All-Trans Retinoic Acid.
R-2625, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.
(1 mM Stammldsung hergestellt aus 50 mg RA, geldst in
156 ml 100% ETOH und 8 ml Milli-Q. Bei 4°C mehrere
Monate haltbar.)

Triton-X-100 Permeabilisierungsmittel fiir Antikdrperfarbungen.

T-9284, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

Trypsin Trypsin Typ IIL
T-8253, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

8.4.5  Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

anti-MAP-2 Antikorper gegen das Mikrotubuli assoziierte Protein 2.
Geeignet zur selektiven Markierung neuronaler Zellen
und deren Dendriten von Mensch, Ratte, Rind, Maus
und Huhn.
MslgG1, MAB 3418, Chemicon, D-65719 Hofheim.
(Gelagert bei —20 °C in einer Konzentration von 200

pg/ml. Zur Anwendung 1:20 auf 10 png/ml verdiinnt.)
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anti-Tau

anti-GFAP

F(ab),-Esel anti Maus

F(ab),-Esel anti Kaninchen

MslgG1l

Kaninchen

Gamma-Globulin

Antikorper gegen das Mikrotubuli assoziierte Protein
Tau. Geeignet zur selektiven Anfarbung von Axonen
bei Zellen von vielen Sdaugetieren und Vogeln.

IgG vom Kaninchen, T 6402, Sigma-Aldrich GmbH, D-
82041 Deisenhofen.

(Gelagert bei —20 °C. Zur Anwendung 1:100 verdiinnt.)

Antikorper gegen Glial Fibrillary Acidic Protein.
Geeignet zur selektiven Anfarbung von Astrozyten und
Bergman-Gliazellen aus Mensch, Schwein, Huhn und
Ratte.

MslgG1l, MAB 3402, Chemicon, D-65719 Hoftheim.
(Gelagert bei 4°C in einer Konzentration von 20 pug/ml.

Zur Anwendung 1:10 auf 2 pg/ml verdiinnt.)

Cy-3 (rot) fluoreszenzmarkierter Sekundérantikorper
gegen Primarantikorper der Maus.

715-096-150, Dianova, D-20148 Hamburg.

(Gelagert bei +4 °C. Zur Anwendung 1:200 verdiinnt.)

FITC (griin) fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper
gegen Primdrantikorper des Kaninchens.

711-166-152, Dianova, D-20148 Hamburg.

(Gelagert bei +4°C. Zur Anwendung 1:100 verdiinnt.)

MslgG1 Purified Immunoglobulin.

Verwendet zur Isotypkontrolle bei MsIgG1
Primérantikorpern.

CBL600, Dianova, D-20148 Hamburg.

(Gelagert bei 4 °C in einer Konzentration von 100

pg/ml. Zur Anwendung jeweils passend verdiinnt.)

Verwendet zur Isotypkontrolle bei IgG
Primarantikérpern des Kaninchens.

011-000-002, Dianova, D-20148 Hamburg.
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Lucifer Yellow

Sulforhodamine

Cascade Blue

8 Anhang

(Gelagert bei 4 °C in einer Konzentration von 100

pg/ml. Zur Anwendung jeweils passend verdiinnt.)

Gelbes Lithiumsalz (Absorption: 375 nm, Emission: 525
nm). Polarer Farbstoff zur Anfarbung des Cytoplasmas
durch Mikroinjektion.

L-453, Molecular Probes, bezogen tiber

Mo Bi Tec GmbH, D-37083 Gottingen.

Sulforhodamine (Emission: 610 nm). Polarer Farbstoff
zur Anfarbung des Cytoplasmas durch Mikroinjektion.
S-359, Molecular Probes, bezogen iiber

Mo Bi Tec GmbH, D-37083 Gottingen.

Blaues Natriumsalz (Absorption: 370 nm, Emission:
420 nm). Polarer Farbstoff zur Anfarbung des
Cytoplasmas durch Mikroinjektion.

C-687, Molecular Probes, bezogen tiber

Mo Bi Tec GmbH, D-37083 Gottingen.

8.4.6  Proteine zur Mikrostrukturierung

Laminin

Fibronektin

1243217, Roche Diagnostics GmbH, D-68305 Mannheim.
(1 ml Stammldsung mit 500 pg/ml. Lagerung bei 20 °C
tiber mehrere Monate moglich. Zum Gebrauch bis max. 8

Wochen bei 4 °C gelagert.)

Fibronectin from bovine plasma.
(Iat.: fibra=Faser, nectere=verbinden)

F 1141, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.

Fibronectin Adhesion promoting Peptide.

F 3667, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.
(Stammldsung mit 100 pug/ml hergestellt durch Losen von
5 mg in 50 ml PBS. Lagerung in 2 ml Portionen bei -20 °C.)
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Poly-L-lysine Poly-L-lysine (70-150 kDa).
P 6282, Sigma-Aldrich GmbH, D-82041 Deisenhofen.
(Stammlosung mit 100 pg/ml hergestellt durch Losen von

10 mg in 100 ml PBS. Lagerung in 2 ml Portionen bei
-20 °C.)

8.4.7  Versuchstiere
CD"-Ratte E15-E18 trachtiges weibliches Versuchstier fiir die
Praparation embryonaler Neurone und Herzmuskelzellen.

CD"-Ratte, Charles River Wiga (Deutschland GmbH, D-

97633 Sulzfeld.

8.4.8  Rezepturen
Laminin Losung 50 ul Laminin (0,5 mg/ml)
(25 pg/ml) 1 ml PBS
Fibronektin Losung 1 ml Fibronektin Stamnmlésung (100 pg/ml)
(25 pg/ml) 3 ml PBS
Poly-L-lysine Losung 1 ml Poly-L-lysine Stammlosung (100 pg/ml)
(25 pg/ml) 3 ml PBS
Intrazellulire 125,0 mM 2,928 g Kaliumgluconat
Patchelektrodenlosung 20,0 mM 0,149 g Kaliumchlorid
(Mengen in g fiir 100 ml) 0,5 mM 0,006 g Kalziumdichlorid

2,0 mM 0,019 g Magnesiumdichlorid

5,0 mM 0,190 g EGTA

10,0 mM 0,238 g HEPES

4,0 mM 2332 g ATP
pH-Wert eingestellt auf pH 7,3 mit KaOH; Osmolaritét: 300 = 10 mOs/kg.
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Extrazelluldre 150,0 mM 8,77 g Natriumchlorid
Patchelektrodenlésung 50 mM 0,37 g Kaliumchlorid
(Mengen in g fiir 1 1) 1,0 mM 0,10 g Magnesiumdichlorid
2,5 mM 0,28 ¢ Kalziumdichlorid
10,0 mM 2,38 g HEPES
10,0 mM 1,80 g Glucose

pH-Wert eingestellt auf pH 7,3 mit NaOH; Osmolaritat: 300 £ 10 mOs/kg.

CS-Puffer zur Fixierung 100,0 mM 60,50 g Pipes

(Mengen in g fiir 21) 1,0 mM 076 g EGTA
40 % 8,00 g PEG
100,0 mM 8,00 g NaOH

pH-Wert eingestellt auf pH 6,9.

Verdiinnungspuffer 89,98 % PBS
10,00 % FCS
0,02 % Natriumazid (NaN,)
Eindeckmittel 1 mg/ml p-Phenylendiamin in PBS
70 % Glycerin

pH-Wert eingestellt auf pH 8,5. Lagerung bei —20 °C.

Fixierungspuffer 140,0 mM NaCl
50 mM KCl1
50 mM Glucose
10,0 mM HEPES
0,5 mM EDTA

pH-Wert eingestellt auf pH 5 mit 5 M NaOH.
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