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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Schnittstellen zwischen biologischer und unbelebter Materie

Komplexere biologische Lebensformen bestehen aus einer groen Vielzahl einzelner Zellen,
deren sinnvolles Zusammenleben und Uberleben nur durch einen Informationsaustausch und
eine entsprechende Verarbeitung der Informationen gewéhrleistet werden kann. Dies erfolgt
durch das Prinzip der chemischen oder elektrischen Signaliibertragung.

Will man die Wechselwirkungen der Zellen untereinander genauer untersuchen, so bendtigt
man eine Schnittstelle zwischen dem biologischen System und einem Messsystem aus
unbelebter Materie. Dabei muss der technische Sensor sensitiv fiir Verdnderungen im
zelluldren System und an die jeweilige Fragestellung angepasst sein. Solche Sensoren konnen
beispielsweise durch Stoffwechselvorginge der Zellen bedingte Ansduerungen des
extrazelluldren Milieus registrieren oder den Sauerstoffverbrauch bzw. die Kohlenstoffdioxid-
produktion der Zellen messen (Owicki & Parce, 1992; Bousse, 1996).

Besteht das biologische System hingegen aus elektrisch aktiven Zellen (Neurone,
Herzmuskelzellen, Muskelzellen), so konnen die Potenzialinderungen erfasst werden. Auf
makroskopischer Ebene haben Messungen der elektrischen Aktivitit von Neuronen,
Herzmuskelzellen und Muskelzellen in Form der Elektroenzephalographie (EEG),
Elektrokardiographie (EKG) und Elektromyographie (EMG) ldngst in die alltdgliche klinische
Praxis Einzug gehalten. Dabei werden Elektroden direkt auf die Korperoberfliche
aufgebracht, um die Potenzialdnderungen im elektrisch aktiven Gewebe zu registrieren und
dieses auf krankhafte Verdanderungen hin zu untersuchen.

Will man jedoch ein detailliertes Verstindnis von den zelluldren Vorgingen erhalten, so muss
die elektrische Aktivitdt unmittelbar von einzelnen Zellen oder von iiberschaubaren zelluldren

Netzwerken abgeleitet werden.
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Seit mehr als 50 Jahren ist die direkte Membranpotenzialmessung an einzelnen Zellen durch
die intrazelluldre Signalableitung moglich (Hodgkin et al., 1952a; 1952b). Die Erfindung der
Patch-Clamp-Technik (Neher & Sakmann, 1976; Hamill et al., 1981) erhohte die Potenzial-
und Zeitauflosung der abgeleiteten Signale deutlich und erlaubte die direkte Messung von
Einzelkanalstromen. Die Anzahl der Zellen, von denen die elektrische Aktivitit abgeleitet
werden kann, sowie die Dauer der Messungen sind bei den Methoden der intrazelluldren
Ableitungen jedoch auf wenige Stunden begrenzt.

Um die elektrische Aktivitit von mehreren Orten eines zelluliren Verbandes iiber einen
langeren Zeitraum abzuleiten, kann man von Multielektrodenarrays Gebrauch machen. Dabei
handelt es sich um Systeme aus Metallelektroden und Diinnschichtleiterstrukturen auf einem
Glassubstrat. Die erste extrazelluldre Signalableitung von Neuronen mit Hilfe eines solchen
Chips gelang im Jahr 1977 (Gross et al., 1977).

Weiterhin konnen extrazelluldre Potenziale durch Feldeffekttransistoren auf Siliziumbasis
detektiert werden. 1991 wurden erstmals Neurone eines Blutegels erfolgreich an einen
Feldeffekttransistor gekoppelt und die elektrischen Signale der Zellen aufgrund der
Veridnderungen im elektrischen Feld mit Hilfe eines solchen Chips extrazelluldr abgeleitet
(Fromherz et al., 1991). Sowohl Mikroelektrodenarrays als auch Feldeffekttransistoren bieten
ebenfalls die Moglichkeit, die Zellen elektrisch zu stimulieren (Gross et al., 1993; Fromherz
& Stett, 1995). Solche hybriden Systeme aus elektrisch aktiven Zellen und Mikroelektronik
eroffnen eine Vielzahl moglicher Anwendungen in der Biomedizin, Biotechnologie, sowie
Hirnforschung.

Verbindet man ein technisches System nicht mit kultivierten Zellen in vitro, sondern direkt
mit dem Nervensystem in vivo, so spricht man von einer ,,Brain-Computer-Interface*. Eine
solche  Schnittstelle zwischen Gehirn und technischen Elementen kann den
unterschiedlichsten Zwecken dienen. Den hiufig utopischen Visionen stehen reale Ziele
gegeniiber, wie z. B. die Wiederherstellung von Korperfunktionen nach Lahmungen oder der
Einsatz von Implantaten bei nicht funktionstiichtigen sensorischen Organen. Solche
mikroelektronischen Neuroprothesen konnen Informationen aus der Umwelt aufnehmen,
verarbeiten und als Afferenzen zum Gehirn {ibermitteln. Insbesondere bei Cochlea-
Implantaten konnten grofe Fortschritte erzielt werden (Stieglitz et al., 2004; Munson &
Nelson, 2005). Im Fall von Retina-Implantaten sieht man sich groBeren Schwierigkeiten
gegeniibergestellt, doch auch hier sind Erfolge zu verzeichnen (Zrenner, 2002; Alteheld et al.,
2004; Hungar et al., 2005). Beispielsweise gilt es, die Biokompatibilitit der Implantate sowie
deren Langzeitstabilitit weiter zu verbessern. AuBlerdem miissen Methoden entwickelt
werden, um das Wachstum der Neurone zu kontrollieren und die richtigen Zellen genau mit

den entsprechenden Elektroden zu verbinden.
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Schnittstellen zwischen mikroelektronischen und zelluldren Systemen bergen ein grofes
Potenzial sowohl fiir die Grundlagenforschung als auch fiir den Bereich der medizinischen
und pharmakologischen Anwendung. Die Entwicklungen auf diesen Gebieten stehen erst am
Anfang eines Weges, der sich nicht voraussagen ldsst. Sicher ist jedoch, dass sowohl von
technischer als auch von biologischer Seite viele Anstrengungen unternommen werden

miissen, um die bestehenden Systeme zu optimieren und neue zu entwickeln.

1.2 Neuronale Zellkultur

Um die Vorginge eines neuronalen Zellverbandes auBlerhalb des Korpers untersuchen zu
konnen und so fiir Untersuchungen besser zugidnglich zu machen, konnen die Zellen
auflerhalb ihrer natiirlichen Umgebung in einem zweidimensionalen System unter geeigneten
Bedingung kultiviert werden.

Dabei kann das urspriingliche Gewebe aus den verschiedensten Arealen des zentralen
Nervensystems entnommen werden, wie z. B. dem Cerebellum, Hippocampus, Striatum oder
dem Kortex. Bei dissoziierten Kulturen muss sich das System génzlich neu reorganisieren.
Die Entwicklung ist durch das Auswachsen der Neurite und die Ausbildung synaptischer
Kontakte gekennzeichnet. Die Neurone formen erneut einen Zellverband und entwickeln
physiologische Eigenschaften, welche dhnlich zu denen im intakten Gewebe sind. Aufgrund
dieser Gegebenheiten stellen solche Kulturen ein geeignetes Modellsystem zur Erforschung
der Entwicklung neuronaler Strukturen, Funktionen und synaptischer Verbindungen dar
(Dichter, 1978).

Der Zellbestand des urspriinglichen Gewebes bleibt auch in der Kultur prisent, so dass auch
in vitro Zelltypen mit unterschiedlichen morphologischen und funktionellen Eigenschaften zu
finden sind. Vorherrschend sind bei kortikalen Kulturen beispielsweise zwei morphologisch
unterscheidbare neuronale Zelltypen. Man findet zum einen pyramidale Neurone mit einem
triangulédren Perikaryon und einem prominenten apikalen Dendriten, sowie mehreren kiirzeren
basalen Dendriten. Die Dendriten dieser Zellen weisen zahlreiche Spines auf (Kriegstein &
Dichter, 1983). Dabei handelt es sich um etwa 1 um groBe Ausstiilpungen der
postsynaptischen Membran, deren Name auf ihre dornendhnliche Erscheinung
zuriickzufithren ist. Die groBe Mehrheit der exzitatorischen Synapsen ist an den Spines
lokalisiert. Weiterhin existieren nicht-pyramidale Zellen mit einer mehr sternformigen
Morphologie, deren Dendriten nur spérlich mit Spines besetzt sind (de Lima & Voigt, 1997b).
Wihrend pyramidale Zellen exzitatorisch sind und Glutamat als Neurotransmitter benutzen,
handelt es sich bei den meisten nicht-pyramidalen Zellen um GABAerge Interneurone
(Kawaguchi, 1995; Kawaguchi & Kubota, 1997).
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Neben den verschiedenen Arten von Neuronen sind in den Kulturen auch Gliazellen zu
finden, die im Gegensatz zu den Neuronen die Fahigkeit zur Proliferation besitzen. Die
Bedeutung der Gliazellen fiir die Funktion des Gehirns war lange unterschitzt. Von ihrem
Entdecker Rudolf Virchow wurde ihnen zunidchst lediglich eine Stiitz- und Haltefunktion
zugeschrieben. Heute weill man jedoch, dass Gliazellen eine weit groflere Bedeutung fiir die
Entwicklung und Funktion des zentralen Nervensystems haben. Sie stehen in wechselseitiger
Beziehung zu den Neuronen und spielen eine wichtige Rolle in Synaptogenese und
Signalverarbeitung (Pfrieger & Barres, 1997; Pfrieger, 2002; Freeman, 2006). Aufgrund
dieser Gegebenheiten ist das Vorhandensein von Gliazellen in einer neuronalen Zellkultur

unerlésslich fiir die Bildung eines funktionellen und reifen Netzwerkes.

1.3 Physiologie der Neurone

1.3.1 Synapsen

Synapsen sind die Orte, an denen die Erregungsiibertragung von einem Neuron zum anderen
stattfindet. Der Begriff ,,.Synapse* (von griechisch syn: zusammen, haptein: ergreifen, fassen,
tasten) wurde im Jahr 1897 von Charles Sherrington geprigt, um die Kontaktstelle zwischen
zwel Nervenzellen bzw. einer Nervenzelle und einer anderen Zelle (Muskel-, Sinnes-,
Driisenzelle) zu beschreiben. Zunichst wurde angenommen, dass die Signaliibertragung durch
eine direkte Weiterleitung des Stromflusses zustande kommt. 1921 konnte Otto Loewi jedoch
beweisen, dass die Ubertragung zwischen dem Vagusnerv und dem Herz durch Acetylcholin
erfolgt und somit chemischer Natur ist.

Durch die Verbesserung der physiologischen Techniken in den 50er und 60er Jahren konnte
schlieBlich der Beweis erbracht werden, dass beide Formen der Signaltransmission existieren.
Bei der elektrischen Synapse steht das Zytoplasma beider Nervenzellen iiber sogenannte Gap
Junctions 1in direktem Kontakt miteinander. Die Zellmembranen der prid- und
postsynaptischen Zelle ndhern sich dabei auf 2 bis 4 nm aneinander an. Sowohl die pri- als
auch die postsynaptische Membran besitzen in dieser Region Connexone, so genannte
Hemikanile. Treffen die Connexone beider Membranen aufeinander, bilden sie einen Kanal
mit einem Durchmesser von etwa 1,5 nm zwischen dem Zytoplasma der beteiligten Zellen.
Der Strom kann sich somit ohne Verzogerung von einer Zelle zur néchsten ausbreiten (Kandel
et al., 2000). Nachdem die Existenz elektrischer Synapsen bewiesen werden konnte, ist ihre
genaue Verteilung im Sdugetiergehirn bis heute nicht ginzlich erforscht. In den letzten Jahren
konnte nachgewiesen werden, dass inhibitorische Interneurone der GroBhirnrinde, des

Thalamus, des Striatums und des Kleinhirns umfassend durch elektrische Synapsen
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verbunden sind (Galarreta & Hestrin, 1999; Gibson et al., 1999; Galarreta & Hestrin, 2001).
Es wird vermutet, dass diese elektrische Kopplung der Zellen entscheidend fiir die
Synchronisation der neuronalen Aktivitit ist (Tamads et al., 2000).

Im Gegensatz zu elektrischen Synapsen besteht bei chemischen Synapsen kein direkter
Kontakt zwischen der pri- und postsynaptischen Zelle. Die Ubertragung der Information iiber
den 20 bis 40 nm breiten synaptischen Spalt erfolgt durch chemische Botenstoffe, so genannte
Transmitter.

In der préasynaptischen Endigung befinden sich die synaptischen Vesikel, welche einen
spezifischen Neurotransmitter enthalten. Wird die Prisynapse depolarisiert, so fiihrt dies zum
Offnen spannungsgesteuerter Kalziumkanile in der Axonendigung und somit zum
Kalziumeinstrom. Der Anstieg der Kalziumkonzentration fiihrt iiber eine biochemische
Reaktionskaskade zur Konformationsinderung Kalzium-bindender Proteine, so dass die
Exozytose der Vesikel mit der prisynaptischen Membran herbeigefithrt wird und die
Transmitter in den synaptischen Spalt abgegeben werden. An diesem Prozess der
exozytotischen Fusion intrazelluldrer Vesikel mit der Plamsamembran sind eine Reihe von
Proteinen beteiligt, die als SNARE-Proteine (soluble NSF attachment receptor) bezeichnet
werden (Sollner, 1995; Rothmann et al., 1994). Die Transmittermolekiile im synaptischen
Spalt gelangen durch Diffusion zur postsynaptischen Membran und konnen dort nur an
spezifische Rezeptormolekiile binden.

Die Bindung des Transmitters an den Rezeptor fiihrt entweder auf direktem oder indirektem
Weg zur Anderung der Aktivitit von Ionenkanilen. Im Fall einer direkten Aktivierung liegen
ligandengesteuerte Kanéle, auch ionotrope Rezeptoren genannt, vor. Hierbei ist der Rezeptor
Teil desselben Makromolekiils, das den Kanal formt. Durch die Bindung des Transmitters
kommt es zum Offnen oder SchlieBen des Kanals, der nur fiir bestimmte Ionen permeabel ist.
Metabotrope Rezeptoren stehen dagegen nicht in direkter Verbindung zu einem Ionenkanal,
sondern aktivieren diesen bei Bindung eines Transmittermolekiils an den Rezeptor indirekt
iiber eine biochemische Reaktionskaskade, an der z.B. G-Proteine (Guanyl-nucleotid-
bindendes Protein) und verschiedene Enzyme beteiligt sind.

Durch die direkte oder indirekte Aktivierung von Ionenkanilen kommt es zum Ionenstrom
und somit zur Verschiebung der Ionenverhiltnisse an der postsynaptischen Membran.

Die Ubersetzung des prisynaptischen elektrischen Signals in ein chemisches Signal bietet die
Moglichkeit der  Signalverstirkung und  Signalmodulation durch intrazellulére
Signalkaskaden. Andererseits kommt es jedoch zur kurzen Verzogerung der Signal-
ibertragung. Die Latenzzeit kann zwischen 0,3 ms und mehreren Millisekunden liegen
(Kandel et al., 2000).
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1.3.2 Neurotransmitter

Die bei einer Depolarisation der Prisynapse in definierten Mengen abgegebenen
Neurotransmitter gelangen in den synaptischen Spalt und binden an spezifische Rezeptoren
der postsynaptischen Membran. Dies fiihrt zur Konformationséanderung eines Ionenkanals, der
entweder direkt oder iiber sekundére Botenstoffe mit dem Rezeptor in Verbindung steht. Die
daraus resultierenden Ionenstrome durch die Membran fithren in Abhéngigkeit von der
Verteilung des permeierenden Ionentyps und dem gegenwirtigen Membranpotenzial
entweder zu exzitatorischen oder inhibitorischen postsynaptischen Potenzialen. Im Fall eines
EPSP (exzitatorisches postsynaptisches Potenzial) wird das Potenzialgefille zwischen dem
Zellinnern und dem umgebenden Milieu verringert (Depolarisation), im Fall eines IPSP
(inhibitorisches postsynaptisches Potenzial) wird es verstiarkt (Hyperpolarisation).

Eine grofle Vielfalt an Substanzen wirkt im ZNS als Neurotransmitter, dabei sind die
Aminosdure Glutamat sowie die <y-Aminosdure Gamma-Aminobuttersiure (GABA)
hervorzuheben. Glutamat wird als Transmitter an vielen erregenden Synapsen ausgeschiittet.
Die Entfernung von Glutamat aus dem synaptischen Spalt erfolgt sowohl durch die Aufnahme
des Transmitters von Neuronen als auch von umgebenden Gliazellen. In den Gliazellen
erfolgt zunédchst der Abbau zu Glutamin, welches wiederum in die prasynaptische Endigung
transportiert und dort erneut zum Aufbau von Glutamat verwendet wird.

GABA hingegen dient in weiten Teilen des Gehirns als Neurotransmitter an inhibitorischen
Synapsen. Die Aminosiure wird in der prasynaptischen Zelle aus dem ubiquitdr vorhandenen
Glutamat unter Katalyse der Glutamat-Decarboxylase synthetisiert. Die Wirkung von GABA
auf die postsynaptische Zelle wird durch die GABA-Transporter (GAT-1, GAT-2, GAT-3)
vermittelte Aufnahme des Neutrotransmitters in die priasynaptische Endigung oder
umgebende Gliazellen begrenzt. Der GABA-Abbau erfolgt unter Verwendung von a-
Ketoglutarat zu Glutamat und Succinat-Semialdehyd (Siegel et al., 1999).

1.3.3 Rezeptoren

Sowohl fiir Glutamat als auch fiir GABA existieren ionotrope und metabotrope Rezeptoren.
Im Folgenden werden die Glutamat-Rezeptoren nur kurz vorgestellt und die GABA-
Rezeptoren eingehender beschrieben, da diese aufgrund des gewdhlten experimentellen
Ansatzes eine groflere Relevanz fiir diese Arbeit haben.

Bei den ionotropen Glutamatrezeptoren unterscheidet man entsprechend der Empfindlichkeit
gegeniiber dem Glutamatagonisten N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) die sogenannten NMDA -
und non-NMDA-Rezeptoren. Zu den non-NMDA-Rezeptoren zdhlen die Kainat- und AMPA-
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Rezeptoren, deren Namensgebung sich an den entsprechenden Agonisten anlehnt. Bei der
Bindung von Glutamat kommt es zur Offnung des Rezeptorkanals, der fiir die Kationen
Natrium und Kalium permeabel ist. Bei den meisten Neuronen fiihrt dies zu einem
Nettoauswirtsstrom von Kalium-Ionen bzw. zu einem Nettoeinstrom von Natrium-lonen.
Dabei iibersteigt die Leitfdhigkeit fiir Natrium-Ionen die fiir Kalium-lonen, so dass die
postsynaptische Membram depolarisiert wird. NMDA-Rezeptoren sind ebenfalls direkt an
einen Ionenkanal gekoppelt, der im geodffneten Zustand den Durchtritt von Natrium- und
Kalium-Ionen, sowie auch von Kalzium-Ionen erlaubt. Sie besitzen ferner Bindungsstellen fiir
Glycin, Zink- und Magnesium-Ionen, die die Funktion dieses Kanals modifizieren konnen
(Kandel et al., 2000).

Neben diesen ionotropen Glutamat-Rezeptoren existieren auch metabotrope Rezeptoren, die
Ionenkanile iiber ein second-messenger-System aktivieren. Wihrend die Bindung von
Glutamat an einen ionotropen Glutamat-Rezeptor immer zu einem EPSP in der
postsynaptischen Zelle fiihrt, kann aus der Aktivierung eines metabotropen Rezeptors sowohl
ein EPSP als auch ein IPSP resultieren.

Diejenigen Rezeptoren, die die Aminosdure GABA spezifisch binden, werden als GABA-
Rezeptoren bezeichnet. Man unterscheidet drei verschiedene GABA-Rezeptoren.

Im Fall der ligandengesteuerten GABA-Kanile kommt es bei Bindung von GABA an den
Rezeptor zur Offnung des Chloridkanals und bei adulten Neuronen zum Einstrom von
Chlorid-Ionen in die postsynaptische Zelle, woraus ein IPSP resultiert.

Bei GABAAa-Rezeptoren handelt es sich um

Heteropentamere, das heif3t, die Ionenkanile sind aus BenZOdif zepine GABA

fiinf verschiedenen Untereinheiten aufgebaut. Es
wurde eine Vielzahl von Untereinheiten identifiziert
(a, B, v, p, 0, & 6 und =), die wiederum heterogen
sind (o 16, B 13, Y 1.3, p 1-3)- (Pirker et al., 2000; Kash
et al., 2004). Daraus ergibt sich eine enorme Anzahl
moglicher Assembly-Kombinationen. Die meisten
GABA-Rezeptoren im Gehirn sind jedoch aus zwei
a-, zwei B- und einer y-Untereinheit aufgebaut,
wobei beide o und [-Untereinheiten fiir die
Funktionsfihigkeit und die Aktivierung des Fissokairn
Rezeptors durch GABA erforderlich sind (Kash et al.,

2004). Jede der fiinf Untereinheiten besteht wiederum
aus 4 Transmembrandoméinen.

Abb. 1.1: Schematische Darstellung
eines GABAx-Rezeptor-Komplexes

Der Rezeptor-Komplex besitzt mehrere verschiedene Bindungsstellen und ist der Wirkort fiir

eine Vielzahl von Substanzen. Von den beiden Bindungsstellen fiir GABA, welche jeweils
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zwischen der a- und B-Untereinheit lokalisiert sind (Kash et al., 2004), unterscheidet man die
Bindungsstelle fiir Benzodiazepine, Barbiturate, Picrotoxinin und neuroaktive Steroide, sowie
Ethanol (Siegel et al., 1999) (s. Abb. 1.1). Neben diesen Stoffen wurden viele GABA-
Agonisten sowie Antagonisten beschrieben. Einer der selektivsten Agonisten ist das Pilzgift
Muscimol, welches nicht dem Transport durch den GABA-Transporter unterliegt. Bicucullin
ist ein typischer kompetitiver Antagonist. Es konkurriert direkt mit GABA um die Bindung
am Rezeptor-Komplex. Substanzen wie Bicucullin oder Picrotoxinin, die die hemmende
Wirkung von GABA unterbinden, gelten als Krampfgifte, die im Gehirn epileptische
Aktivitdtszustinde induzieren (Meldrum et al., 2001). Dysfunktionen im GABAergen System
spielen eine grof3e Rolle beim Krankheitsbild der Epilepsie (Treiman, 2001).

Die grofle Mehrheit der Interneurone im Gehirn verwendet GABA als Neurotransmitter
(Owens et al., 2002). Diese GABAergen Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der
Kontrolle der Aktivitdt eines neuronalen Netzwerkes (Mody & Pearce, 2004) und sind
entscheidend fiir die Ausbildung einer synchronisierten Netzwerkaktivitit (Ben-Ari et al.,
2004). GABA-Rezeptoren sind bei der Mehrzahl der Neurone zu finden. Im Neokortex sind
sie in den apikalen Dendriten, Somata und am zellkdrpernahen Axonsegment von
Pyramidenzellen und an Interneuronen lokalisiert (Ben-Ari et al., 2004; Mody & Pearce,
2004).

In der neonatalen Entwicklung werden GABAerge Synapsen in einem frithen
Entwicklungsstadium exprimiert und vor den glutamatergen angelegt. Vermutlich spielt die
frithe Aktivitdt der Interneurone, welche GABA als Neurotransmitter benutzen, eine wichtige
Rolle in der Kontrolle der neuronalen Aktivitit in einem frithen Entwicklungsstadium (Varju
et al., 2001; Ben-Ari et al., 2004). Bei neonatalen Neuronen kann GABA auch exzitatorische
Wirkung entfalten. Aufgrund der hohen intrazelluldren Chlorid-Konzentration bei unreifen
Neuronen kommt es bei Offnung des GABA A-lonenkanals zu einem Ausstrom von Chlorid-
Ionen und somit zur Erregung der Zelle. Im Laufe der Entwicklung verschiebt sich der
Chlorid-Gradient, so dass GABA fortan einen hemmenden Einfluss vermittelt (Gallo &
Haydar, 2003; Stein & Roger, 2003; Mody & Pearce, 2004; Yamada et al., 2004).

Im Jahr 1981 entdeckten Hill und Bowery metabotrope Rezeptoren, die GABA ebenfalls
spezifisch binden und sich in ihrem pharmakologischen Profil deutlich von den ionotropen
GABA-Rezeptoren unterscheiden (Hill & Bowery, 1981). Sie benannten diese aus einem
Transmembran-Protein mit 7 Transmembrandoménen bestechenden Rezeptoren als GABAg-
Rezeptoren. Der Second-Messenger-Prozess wird durch ein G-Protein vermittelt und fiihrt zu
einer Aktivierung von nukleotidgesteuerten Kalium-Kanilen und iiber einen K*-Ausstrom zu
einem IPSP. GABAg-Rezeptoren sind ebenfalls pridsynaptisch lokalisiert. Hier kommt es
neben der Aktivierung der Kalium-Kanidle auch zu einem VerschlieBen der

spannungsgesteuerten  Kalzium-Kandle, wodurch die Neurotransmitter-Ausschiittung
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herabgesetzt wird (Alger & Le Beau, 2001). GABAg-Rezeptoren zeigen keine Sensitivitit
gegeniiber GABA-Antagonisten und -Modulatoren. Als selektiver Agonist fungiert hier
Baclofen.

Schon im Jahr 1975 entdeckten Johnston und Kollegen, dass das GABA-Analogon CACA
(cis-4-aminocrotonic acid) in der Lage ist, eine dritte Gruppe GABA-sensitiver lonenkanile
zu aktivieren (Johnston et al., 1975). Diese Rezeptoren, fiir die im Jahr 1984 der Begriff des
GABA(-Rezeptors geprigt wurde (Drew et al., 1984), sind sowohl insensitiv fiir Bicucullin
als auch fiir Baclofen. Auch Benzodiazepine, Barbiturate und Neurosteroide haben keinen
Effekt auf diesen Ionenkanal. Im Vergleich zu GABAs-Rezeptoren sind sie jedoch sensitiver
gegeniiber GABA (Johnston, 1996; Bormann, 2000).

GABA(c-Rezeptoren sind ebenfalls ionotrope Rezeptoren, die eine &dhnliche rdumliche
Struktur wie der GABA 4-Rezeptor besitzen und wie dieser aus fiinf Untereinheiten aufgebaut
sind. Allerdings wurden fiir diesen Rezeptor lediglich drei verschiedene Untereinheiten
identifiziert (p ;.3) (Bormann & Feigenaspan, 2001). GABAc-Rezeptoren sind vor allem in

der Retina von Vertebraten zu finden (Bormann & Feigenspan, 1995).

1.4  Elektrische Signale neuronaler Zellen

1.4.1 Aktionspotenzial

Die Fahigkeit zur Ausbildung von Aktionspotenzialen ist die definierte Eigenschaft elektrisch
aktiver Zellen. Die Ursachen fiir die Ausbildung und die besonderen Eigenschaften eines
Aktionspotenzials sind auf das Vorhandensein spannungsgesteuerter lonenkandle in der
Plasmamembran der Zelle zuriickzufithren. Die Kanile erfahren in Abhingigkeit vom
Membranpotenzial Konformationsinderungen und sind im gedffneten Zustand selektiv
permeabel fiir bestimmte Ionen.

Auch im unerregten Zustand besitzt die Zellmembran eine gewisse Ruheleitfihigkeit,
insbesondere fiir Kalium-Ionen. Diese selektive Permeabilitit der Zellmembran sowie die
unterschiedliche Ionenverteilung zwischen dem intra- und extrazellulidren Milieu bedingen die
Ausbildung eines bestimmten Membranpotenzials im unerregten Zustand, welches auch als
Ruhemembranpotenzial bezeichnet wird. Wird die Membran am Axonhiigel nach der
zeitlichen und rdumlichen Summation aller eingehenden EPSPs und IPSPs iiber einen
bestimmten Schwellenwert depolarisiert, so entsteht ein Aktionspotenzial.

Die Erniedrigung des Membranpotenzials fithrt zundchst zu einer erhohten Leitfahigkeit
spannungsgesteuerter Natriumkanile und somit zu einem Einstrom von Natrium-Ionen in die

Zelle. Ein positiver Riickkopplungseffekt zwischen der zunehmenden Depolarisation des
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Membranpotenzials und der zunehmenden Leitfdhigkeit der Natrium-Kanile bedingt die
kontinuierliche Depolarisation der Membran bis zu einem bestimmten Wert. Durch die
Anderung des Membranpotenzials hin zu positiven Werten nimmt die Leitfahigkeit der
spannungsgesteuerten Kalium-Kanile zeitlich verzogert ebenfalls zu, so dass das
Membranpotenzial durch den auswirts gerichteten Kaliumstrom wieder repolarisiert wird.
Aktionspotenziale verlaufen stets stereotyp mit einer bestimmten Amplitude und einer
charakteristischen Dauer von 1-2 ms, unabhingig von der Stirke des Eingangssignals. Hierbei
spricht man von einem ,Alles-oder-nichts-Prinzip*. Die Amplitude und Dauer eines
Inputsignals ist dabei in der Frequenz und Anzahl der Aktionspotenziale kodiert.

Die Fortleitung erfolgt ohne eine Anderung der Amplitude oder Frequenz iiber die gesamte
Linge des Axons bis hin zur synaptischen Endigung, wo es im Fall einer chemischen Synapse
zur aktivititsabhingigen Freisetzung des Neurotransmitters und somit zur Ubertragung des
Signals auf die postsynaptische Zelle kommt. Die Leitungsgeschwindigkeit betrigt bei dicken
markhaltigen Axonen bis zu 100 m/s und in diinnen marklosen Fasern etwa 1 m/s. Auf jedes
Aktionspotenzial folgt fiir 1-2 ms die absolute Refraktérzeit, wihrend der die Membran nicht

erregbar ist und kein weiteres Signal generiert werden kann.

1.4.2 Bursts

Wird am Axonhiigel nach Integration aller eingehenden Signale der Schwellenwert
iiberschritten, so wird ein Aktionspotenzial generiert. Uberdauert die Depolarisation die
absolute Refraktirzeit, so kann ein weiteres Aktionspotenzial ausgelost werden. Die Dauer
und Amplitude des eingehenden Potenzials wird somit am Axonhiigel in die Frequenz und
Anzahl der Aktionspotenziale iibersetzt, die aufgrund der Refraktirzeit auf etwa 500 Signale
pro Sekunde limitiert ist. Hochfrequente Folgen von Aktionspotenzialen bezeichnet man als
Bursts, die das hervorstechende Merkmal der elektrischen Aktivitidt kortikaler Netzwerke
darstellen. An der synaptischen Endigung bestimmt die Anzahl der eingehenden
Aktionspotenziale pro Zeiteinheit die Menge des in den synaptischen Spalt abgegebenen
Neurotransmitters (s. Abb. 1.2).

Einzelne Aktionspotenziale treten in einem neuronalen Netzwerk zeitlich unkorreliert auf und
werden nach der synaptischen Ubertragung als unterschwelliges Signal oftmals nicht weiter
tibermittelt. Bursts hingegen entstehen durch Koinzidenz multipler exzitatorischer Inputs und
werden bei der synaptischen Ubertragung nicht als unterschwellige Signale herausgefiltert,
sondern konnen sich verlésslich iiber das gesamte Netzwerk ausbreiten (Lisman, 1997). Die
Burstaktivitit wird von Neuronen generiert, welche aufgrund ihrer intrinsischen

Eigenschaften als Schrittmacher (pacemaker) fungieren. Die Fihigkeit dieser Neurone Bursts
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zu generieren beruht auf spannungs- und zeitabhidngigen Ionenstromen (Ramirez, et al.,
2004). Aufgrund der synaptischen Verkniipfung der Neurone eines Netzwerkes resultiert aus
dem spontanen Auftreten eines Bursts hédufig ein synchrones Burstereignis iiber das gesamte
Netzwerk. Eine entscheidende Rolle fiir die Kontrolle und Synchronisation der Aktivitét eines
neuronalen Netzwerkes wird GABAergen Interneuronen zugeschrieben (Ben-Ari et al., 2004;
Mody & Pearce, 2004).
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Abb. 1.2: Transformation eines elektrischen Stimulus in eine bestimmte Anzahl von

Aktionspotenzialen, die eine definierte Frequenz aufweisen.

[A] Das Membranpotenzial verdndert sich proportional zur Dauer und Amplitude des
Inputs.

[B] Die Dauer und Amplitude des eingehenden Signals wird am Axonhiigel in die
Frequenz und Anzahl der Aktionspotenziale tibersetzt.

[C] Hochfrequente Folgen von Aktionspotenzialen werden als Bursts bezeichnet. Alle
Aktionspotenziale besitzen die gleiche Amplitude und Dauer.

[D] Die Anzahl der eingehenden Aktionspotenziale pro Zeiteinheit an der prdisynaptischen
Endigung bestimmt die Menge des in den synaptischen Spalt abgegebenen
Neurotransmitters.

[modifiziert nach Kandel et al., 2000]
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Die synchronisierte Burstaktivitit neuronaler Netzwerke, wird als eine grundlegende
Eigenschaft von Kodierungsprozessen und Prozessen zur Informationsverarbeitung im Gehirn
angesehen (Singer,1999; Sturm & Konig, 2001; Buzsaki & Draguhn, 2004) und wird in vielen
verschiedenen Hirnregionen, sowie auch in neuronalen Kulturen diverser Hirnareale
beobachtet. Dabei konnen sich morphologisch gleiche Zellen in ihrer Fihigkeit zur endogenen
Burstgenerierung unterscheiden. Bei Kulturen neokortikaler Neurone beispielsweise
unterscheidet man pyramidale Zellen, die intrinsische Burstaktivitit zeigen, von solchen, die
regelmédBige Aktionspotenziale mit niederer Frequenz generieren (Guatteo et al., 1994;
Franceschetti et al., 1995). Auch bei Interneuronen konnen abhingig von der Fihigkeit zur
Burstgeneration mehrere Subtypen unterschieden werden (Kawaguchi & Kubota, 1997;
Gibson et al., 1999; Markram et al., 2004).

Bursts sind ebenfalls an synaptischer Plastizitit beteiligt (Pike et al., 1999) und spielen in der
Pathogenese der Epilepsie (Yaari & Beck, 2002) sowie in der Entwicklung neuronaler
Netzwerke in vitro eine bedeutende Rolle (Chiappalone et al., 2005).

Die Analyse der Burstaktivitit stellt folglich ein wichtiges Werkzeug zur Untersuchung

grundlegender, sowie dynamischer Eigenschaften eines neuronalen Netzwerkes dar.

1.5 Methoden zur Messung neuronaler Aktivitat

1.5.1 Intrazelluldre Signalableitung

Neuronale elektrische Aktivitdt kann sowohl extrazelluldr als auch intrazelluldr gemessen
werden. Bei klassischen Ansdtzen der intrazelluliren Ableitung wird die Spitze einer mit
Elektrolytlosung gefiillten Mikroelektrode in ein Neuron gestochen, so dass das
Membranpotenzial der Zelle durch Messung der Spannung zwischen der Glaspipette und
einer Referenzelektrode im Medium bestimmt werden kann.

Bei der von Neher und Sakmann entwickelten Patch-Clamp-Technik wird die Spitze einer
Glaskapillare nicht in die Zelle eingestochen, sondern nahe an die Zellmembran
herangebracht (Hamill et al., 1981). Durch Ansaugen wird ein leichter Unterdruck in der
Glaspipette erzeugt, so dass sich die Membran an die Innenwand der Kapillare (Patch-Pipette)
anschmiegt. Dadurch entsteht zwischen dem Inneren der Pipette und der AufBlenlosung ein
elektrischer Widerstand in der Groflenordnung von mehreren GigaOhm (Gigaseal), so dass
Leckstrome in das die Zelle umgebende Medium nahezu unterbunden werden kénnen und die
Messung von Stromen durch einzelne lonenkanile moglich wird. Durch starkes Ansaugen
kann der Membranfleck an der Pipettenoffnung durchbrochen werden und ein direkter

ohmscher Kontakt zwischen dem Zellinneren und der Elektrolytlosung in der Pipette
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hergestellt werden, wobei der Gigaseal bestehen bleibt. Dadurch werden Ableitungen iiber die
gesamte Zellmembran moglich. Die Patch-Clamp-Technik revolutionierte die Erforschung der

Ionenstrome und anderer elektrischer Phinomene an der Zellmembran.

1.5.2  Extrazellulidre Signalableitung

Bei extrazelluliren Ableitungen positioniert man Elektroden oder Glaspipetten nahe am
Zellkorper und misst das elektrische Feldpotenzial in der Nédhe der Zellmembran.

Die extrazelluldre Signalableitung von neuronalen Zellen mit Hilfe von Multielektrodenarrays
(MEAs) erlaubt die simultane Detektion der Aktivitdt von mehreren Stellen eines Netzwerkes,
wobei die Metallelektroden iiber die Extrazellulirfliissigkeit kapazitiv an die Anderungen des
Membranpotenzials gekoppelt sind. Diese Systeme aus Metallelektroden und Diinnschicht-
leiterstrukturen auf einem Glassubstrat wurden erstmals von Gross entwickelt (Gross et al.,
1977).

Durch die MEA-Technologie kann zum einen mit geringem manuellen Aufwand ein schneller
Zugriff auf die Messparameter erfolgen und zum anderen eine hohe Informationsdichte
erhalten werden. Die Aktivitit eines Neurons kann im Kontext der Aktivitit des gesamten
Netzwerkes erfasst und interpretiert werden, um so Einblicke in die dynamischen
Eigenschaften eines Netzwerkes zu erhalten. Weiterhin konnen Verdnderungen in der
spontanen  Aktivitit neuronaler Kulturen zur Detektion neuroaktiver Substanzen
herangezogen werden.

Die gleichzeitige Ableitung der elektrischen Aktivitdt von vielen Zellen eines Netzwerkes
liefert zwar einerseits eine Vielzahl an Informationen, doch gilt es andererseits auch die
enormen Datenmengen anhand geeigneter Parameter zu interpretieren. Die Leistungsfahigkeit
der modernen Computertechnologie und die Entwicklung neuer Analysemethoden haben
jedoch viele Moglichkeiten geschaffen, die Netzwerkaktivitit in seiner Feinstruktur zu
untersuchen und raum-zeitliche Aktivitdtsmuster zu analysieren (z. B. Aertsen et al., 1994;
Egert et al., 2002; Tateno et al., 2002).

Ein weiterer groBer Vorteil der Messmethode liegt in der nicht-invasiven Kopplung der
organischen und anorganischen Materie. Die Zellen werden nicht angegriffen, so dass die
Kulturen fiir einen Zeitraum von mehreren Tagen bis Wochen oder gar Monaten zu
Messungen herangezogen werden konnen. Der invasive Eingriff wird vermieden, indem die
Zellmembran moglichst nahe an eine externe planare Elektrode gebracht wird. Bei den
abgeleiteten elektrischen Signalen handelt es sich um elektrische Feldpotenziale. Ursache fiir
die Entstehung dieser Potenziale sind die transmembranen lonenstrome, die im Neuron

infolge synaptischer Inputs an Dendriten und Zellkorper bzw. bei der Auslosung und
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Weiterleitung von Aktionspotenzialen im Axon entstehen. Dabei flieBt ionischer und
kapazitiver Strom an der Membran der Kontaktregion. Der Gesamtstrom muss durch die
Elektrolytschicht zwischen Zelle und Elektrode gelangen und erzeugt an der Elektrode eine
Spannung (Fromherz, 2002).

Das extrazelluldre Abbild eines Aktionspotenzials wird als Spike bezeichnet. Ein Spike stellt
mit einer Dauer von 1-2 ms das kiirzeste, signifikante Muster einer extrazelluliren Ableitung
dar. Der Signalverlauf entspricht in etwa dem differenzierten Signal des Aktionspotenzials (s.
Abb. 1.3) (Jigelt, 2001). Die Signalamplitude eines detektierten Spikes ist variabel und steht
in antiproprotionaler Abhingigkeit zur Distanz zwischen Elektrode und Zelle. Daneben haben
auch Faktoren wie die Zellgeometrie und die Isolation der Elektrode Einfluss auf die
Amplitude des Signals.

Im Gegensatz zur Patch-Clamp-Methode, die eine direkte Messung der Ionenstrome durch die
Zellmembran ermoglicht, gestaltet sich die Interpretation von Amplitude und Form der
Feldpotenziale schwieriger. Zum einen ist die Signalamplitude stark abhéngig von der Distanz
zwischen Zelle und Elektrode, zum anderen konnen die von einer Elektrode gemessenen
Signale die Aktivitdt mehrerer Zellen widerspiegeln. Will man die Signale einzelnen Zellen
zuordnen, so muss man von der Methode des Spike-Sorting Gebrauch machen (Letelier &
Weber, 2000; Takahashi & Sakurai, 2005).

Neben diesen Systemen aus Metallelektroden und Diinnschichtleiterstrukturen konnen als
Substrat auch Feldeffekttransistoren (FETs) auf Siliziumbasis eingesetzt werden, um die
Aktivitat elektrisch aktiver Zellen extrazelluldr zu messen (Fromherz et al., 1991).

Abb. 1.3: Signalverlauf eines Aktions-
potenzials (grau) und eines Spikes
(blau).

Ein Spike entspricht in etwa der an
einer horizontalen Achse gespiegelten
1. Ableitung eines Aktionspotenzials.
Die  Signalamplitude  steht in
antiproportionaler Abhdngigkeit zur
Distanz  zwischen Elektrode und
Zelle. Die Signaldauer betrdgt
1-2 ms. [vgl. Jiigelt, 2001]

Aktionspotenzial

Spike
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1.6 Biosensoren

Unter einem Biosensor versteht man im Allgemeinen ein System, in dem eine biologische
Komponente zur Detektion der zu bestimmenden Substanz eingesetzt wird. Dabei ist das
biologische System mit einem Signalumwandler (Transducer) und einem Signalverstirker
verbunden. Bei den biologischen Systemen kann es sich beispielsweise um Antikorper,
Enzyme, ganze Zellen oder auch Gewebe bzw. Organe handeln. Die Messung erfolgt in drei
Schritten. Durch die Erkennung des Analyten durch das biologische System kommt es zu
einer physikochemischen Veridnderung, die durch einen Transducer in ein detektierbares
Signal umgewandelt wird. SchlieBlich erfolgt die Signalverstirkung. Die Spezifitit und
Empfindlichkeit eines Biosensors ist durch die biologische Komponente bedingt.

Unter Verwendung ganzer Zellen als biologisches Erkennungssystem kann der Biosensor
beispielsweise Anwendung in der Zellbiologie, Pharmakologie und Toxikologie finden oder
zur Detektion schidlicher Substanzen in der Umwelt eingesetzt werden (Bousse, 1996).

In jedem Fall ist man an einem System interessiert, das eine einfache Handhabung ermoglicht
und mit einem geringen Arbeits- sowie Kostenaufwand eingesetzt werden kann. Weiterhin
muss der Biosensor hochgradig sensitiv in Bezug auf die zu untersuchende Substanz sein,
reproduzierbare und zuverldssige Ergebnisse liefern, sowie iiber einen ldngeren Zeitraum
stabil bleiben. Kommen neuronale Zellen zum Einsatz, so liegt ein nicht lineares dynamisches
System vor, das aufgrund der schnellen Signaliibertragung und Signalverarbeitung komplexe
Aktivitatsmuster generiert (Gross & Rhoades, 1995). Die Modifikation dieser bei den meisten
neuronalen Geweben spontan generierten Netzwerkaktivitit kann als Grundlage zur Detektion
neuroaktiver Substanzen herangezogen werden. Hybride Systeme aus neuronalen Zellen und
Multielektrodenarrays wurden in der Vergangenheit schon erfolgreich zur sensitiven und
dosisabhingigen Detektion pharmakologischer Substanzen eingesetzt (z. B. Morefield et al.,
2000; Keefer et al, 2001; O’Shaughnessy et al., 2003; Stett et al., 2003; Xia & Gross, 2003;
Gopal & Gross, 2004; Martinoia et al., 2005a; 2005b), dennoch wurden sie bisher nicht als
ein zuverldssiges System fiir Studien in der klinischen Pharmakologie und Toxikologie
akzeptiert. Den Anwendungs-Mafstiben geniigend konnten diese neuronalen Biosensoren
jedoch wertvolle Hinweise auf die pharmakologische Wirksamkeit zu testender Substanzen
liefern und die Liicke zwischen biochemischen Analyseverfahren und Tierversuchen

schliefen.
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1.7 Strukturierung des Zellwachstums — Patterning

Interaktionen zwischen Zellen und der extrazelluliren Matrix (ECM) oder anderen Zellen
spielen eine wichtige Rolle im Verhalten einer Zelle. Eine iiber Zelladhésionsrezeptoren (cell
adhesion molecules (CAMs)) vermittelte Adhidsion sorgt dabei fiir eine dynamische und
wechselseitige Kommunikation zwischen der extrazellularen Matrix und dem Zytoskelett.
Man versteht darunter einen rezeptor-vermittelten Kontakt zwischen den Molekiilen der ECM
und den Aktinfasern des Zytoskeletts. Die Adhision einer Zelle ist essentiell fiir ihr
Uberleben, das Wachstum, die Differenzierung und ihre Funktion.

Auf der anorganischen Substratoberfliche eines Multielektrodenarrays wachsende Neurone
befinden sich in einer unphysiologischen Umgebung. Um die Adhésion und das Wachstum
der Zellen zu ermdglichen, muss die Substratoberfliche mit Adhésionsproteinen behandelt
werden. Bei einer ganzflichigen Substratbeschichtung sind diese Prozesse keiner weiteren
duBeren Kontrolle unterworfen und erfolgen zufillig. Modifiziert man jedoch die
Oberfldacheneigenschaften eines Substrates, so kann die Zelladhésion und das Zellwachstum
geometrisch beeinflusst werden und den Zellen bestimmte Wachstumspfade vorgegeben
werden. Bei einem solchen Prozess spricht man von Zellpatterning.

Dabei gibt es viele Moglichkeiten, Einfluss auf die Lokalisation der Zellen zu nehmen. Im
Allgemeinen unterscheidet man Methoden, bei denen man die Substrate topografisch
strukturiert (Curtis & Wilkinson, 1997), von solchen, bei denen die Oberflicheneigenschaften
chemisch modifiziert werden. Bei Letzterem spricht man von einem physikochemischen
Patterning (Jung et al., 2001). Hierbei werden Substratregionen geschaffen, welche die
Zelladhision und das Wachstum unterstiitzen, wihrend die iibrige Substratoberfliche fiir
diese Prozesse nicht die addquaten Bedingungen bietet. Sowohl Methoden zum
topografischen als auch zum chemischen Patterning nahmen in den 60er Jahren ihre Anfinge
(Rosenberg, 1963; Carter, 1965) und wurden im Laufe der Zeit stetig weiterentwickelt.

Da in dieser Arbeit ausschlieBlich das physikochemische Patterning zum Einsatz kam, wird
im Folgenden lediglich die Entwicklung dieser Methode nidher betrachtet. Eine der
wichtigsten Entwicklungen auf dem Gebiet des strukturierten Wachstums von Neuronen war
die Arbeit von Kleinfeld und seinen Mitarbeitern (Kleinfeld et al., 1988), die sich zum ersten
Mal die Techniken der Fotolithografie kombiniert mit einer Silanchemie zu Nutze machten,
um das Wachstum von Neuronen auf einem zweidimensionalen Substrat geometrisch zu
kontrollieren. Die Methode der Fotolithografie wurde in den folgenden Jahren hiufig
angewendet, um strukturierte neuronale Netzwerke zu schaffen und ihre Eigenschaften zu
untersuchen (z. B. Corey et al., 1996; Ma et al., 1998; Chang et al., 2001).

Eine weitere prominente Methode zur Strukturierung von Substratoberfldchen stellt das

Mikrokontaktstempeln (micro-contact-printing, uCP) dar. Hierbei nutzt man einen aus einem
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Elastomer bestehenden strukturierten Stempel, um organische Molekiile in einer definierten
Geometrie auf die Oberfliche zu iibertragen (Kumar & Whitesides, 1993). Hinsichtlich eines
Zellpatternings hat man sich diese Technik zu Nutze gemacht, um Adhisionsproteine
kontrolliert auf Oberflichen aufzubringen und das Wachstum der Zellen auf diese bestempelte
Fliche zu beschrinken. Dabei wurden Glas- oder Goldoberflichen zunichst chemisch
vorbehandelt, um dann den Adhisionspromotor Poly-D-Lysin (PDL) im gewiinschten
strukturierten Muster chemisch zu binden (Branch et al., 1998; Wheeler et al., 1999; Branch
et al., 2000; Nam et al., 2004). Der Hintergrund wurde zur Erh6hung der zellabweisenden
Eigenschaften meist mit Polyethylenglykol beschichtet. Ein weiterer Ansatz bestand darin,
das Protein Laminin, welches einen Bestandteil der extrazellularen Matrix darstellt, direkt auf
ein Polystyrolsubstrat zu stempeln (Lauer et al., 2001; Lauer et al., 2002; Vogt et al., 2003).
Durch eine Kombination der Multielektrodentechnologie und einem neuronalen Patterning
konnen die Zellen gezielt zu den Elektroden dirigiert werden, wodurch die
Wahrscheinlichkeit der Signalableitung erhoht und eine bessere Zell-Eektroden-Kopplung
erreicht wird (Jung et al., 2001). Ferner kann eine Langzeitbeobachtung eines kontrollierten
neuronalen Netzwerks auf einem Chip die Moglichkeit eroffnen, den Einfluss der
Veridnderungen synaptischer Verbindungen auf die Signalverarbeitung genauer zu
untersuchen (Curtis, 2002).

Wihrend es viele Ansdtze gab, ein neuronales Netzwerk in strukturierter Form auf einer
homogenen Substratoberfliche wachsen zu lassen, wurden bisher jedoch nur wenige
erfolgreiche Versuche unternommen, dies bei heterogenen Substraten wie MEAs oder FETs
in die Tat umzusetzen (Scholl et al., 2000; Merz et al., 2002; Nam et al., 2004).

-17 -



1. Einleitung

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl Multielektrodenarrays ein einfach zu handhabendes Werkzeug darstellen, die
Aktivitét elektrisch aktiver Zellen nicht-invasiv iiber einen ausgedehnten Zeitraum von vielen
Zellen eines Netzwerkes abzuleiten, wurden sie bisher nicht als ein zuverlidssiges Testsystem
fiir pharmakologische Studien akzeptiert. Als ein Ziel dieser Arbeit sollte die Tauglichkeit
neuronaler Netzwerke auf Multielektrodenarrays als ein zellbasiertes Biosensorsystem
hinsichtlich der Sensitivitit und Verlésslichkeit durch pharmakologische Untersuchungen
getestet werden.

Um den Zeitpunkt zu bestimmen, zu dem ein reifes Netzwerk vorliegt, sollte die Entwicklung
der Netzwerke in vitro zundchst anhand struktureller und morphologischer Eigenschaften,
sowie hinsichtlich der elektrischen Aktivitdt untersucht werden. An ausgereiften kortikalen
Netzwerken sollten pharmakologische Experimente vorgenommen werden, die zeigen sollten,
ob die Netzwerkaktivitit durch bekannte Pharmaka reproduzierbar sowie dosisabhingig
modifiziert wird und diese Verdnderungen eine Unterscheidung der Substanzen erlauben. Da
das GABAerge System eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle und Synchronisation der
Netzwerkaktivitdat spielt, sollten beispielhaft verschiedene auf den GABAa-Rezeptor
einwirkende Substanzen eingesetzt werden. Die Netzwerkantwort sollte dabei hinsichtlich der
Spikerate und auf Bursts beruhender Parametern analysiert werden.

Zur Optimierung eines Systems, in dem die Adhésions- und Wachstumsprozesse der Neurone
aufgrund einer ganzflichigen Substratbeschichtung unkontrolliert erfolgen, sollte ein
strukturiertes neuronales Wachstum auf Multielektrodenarrays realisiert werden, das eine
Kontrolle iiber diese Prozesse erlaubt. Dies begriindet sich auf der Zielsetzung, die Zelldichte
so weit wie moglich zu reduzieren, um extrazelluldre Ableitungen von einem Netzwerk mit
einer iiberschaubaren Zellanzahl zu ermoglichen. Dazu sollten die Oberflicheneigenschaften
der Multielektrodenarrays so modifiziert werden, dass die Zelladhésion und das Auswachsen
der Neurite geometrisch kontrolliert werden konnte, um die Zellen gezielt zu den Elektroden
zu dirigieren und den Neuriten definierte Wachstumspfade vorzugeben. Auf der Grundlage
morphologischer und elektrophysiologischer Untersuchungen sollte die Entwicklung und
Funktionalitéit der strukturierten Netzwerke untersucht und im Vergleich zu unstrukturierten

Netzwerken betrachtet werden.
Teile dieser Arbeit wurden bereits auf der Tagung ,,Functional Polymeric Surfaces in

Biotechnology* in Ziirich und der Tagung ,,Substrate-Integrated Multielectrode Arrays* in
Reutlingen prisentiert (Jungblut et al., 2003; 2004).
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2.  Methoden

2.1 Neuronale Zellkultur

Da der Neokortex eine zur Préiparation leicht zugingliche Hirnregion ist und dissoziierte
Zellen dieser Gehirnregion embryonaler Ratten in Kultur erneut ein funktionales neuronales
Netzwerk ausbilden, wurden in dieser Arbeit neokortikale Kulturen als zelluldres System
herangezogen.

Zur Gewinnung der Zellkulturen wurde eine CD Ratte (Charles River, Sulzfeld, Deutschland)
am 18. Triachtigkeitstag nach Betdubung durch zervikale Dislokation getotet. Die Embryonen
wurden entnommen und in Calcium- und Magnesium-freie Hanks balanced salt solution
(HBSS) (Invitrogen, Deutschland) mit 10 mM Hydroxyethylpiperazin-ethansulfonsdure
(HEPES) (Invitrogen) iiberfiihrt. Bei den im Folgenden beschriebenen Pridparationsschritten
war stets darauf zu achten, dass das Gewebe in eisgekiihltem HBSS verblieb.

Der Kopf eines Embryos wurde abgetrennt und von Haut und Schédeldecke befreit, so dass
das Gehirn entnommen werden konnte. Nach dem Entfernen der Hirnhaut wurden die beiden
kortikalen Hemisphéren abgetrennt und die Hippocampi entfernt. Lediglich der prefrontale
Teil des Kortex wurde zur enzymatischen Behandlung in Neurobasalmedium (Invitrogen), das
mit Cystein-aktiviertem Papain (L-Cystein: 0.2 mg/ml, Papain: 2 U/ml, Sigma, Deutschland)
und DNase I (10 mg/ml, Roche, Deutschland) versetzt wurde, iiberfiihrt. Durch Auf- und
Abpipettieren mit einer Pasteurpipette wurde das Gewebe vorsichtig zerkleinert und fiir 30
Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Die Enzymlosung wurde vorsichtig abpipettiert und die Gewebestiicke einmal mit frischem
Neurobasalmedium gewaschen. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit einer
Pasteurpipette, deren Offnungsdurchmesser um die Hilfte reduziert wurde, wurden die Zellen

aus dem Gewebeverband heraus vereinzelt. Die Zellsuspension wurde mit Hilfe eines
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Zellsiebes der Porengrof3e 40 um (BD Biosciences, Deutschland) von evtl. noch vorhandenen
Zellklumpen befreit und fiir 5 Minuten bei 1300 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 1 ml Neurobasalmedium aufgenommen.

Um die genaue Zelldichte zu ermitteln, wurde ein Aliquot der Zellsuspension im Verhiltnis
1:1 mit Trypanblau (Invitrogen) vermischt. Da vitale Zellen im Gegensatz zu toten den
Farbstoff nicht aufnehmen und somit farblos erscheinen, konnte ihre Dichte nun mit Hilfe
einer Neubauer-Zihlkammer ermittelt werden.

In einem Volumen von 50 pl wurden die Zellen in einer Dichte von 200 oder 1000
Zellen/mm” auf die oberflichenbehandelten Substrate gegeben. Eine hohe Zelldichte von
1000 Zellen/mm? wurde auf Multielektrodenarrays (MEAs) aufgebracht, die ganzflichig mit
Poly-D-Lysin beschichtet waren und spiter fiir pharmakologische Untersuchungen an
unstrukturierten neuronalen Netzwerken verwendet wurden. Auf bestempelte MEAs und auf
Substrate, die zu einem Vergleich der Eigenschaften strukturierter und unstrukturierter
Netzwerke herangezogen wurden, wurde dagegen eine geringere Zelldichte von
200 Zellen/ mm” gegeben.

Nach 30-miniitiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, in O, und gesittigter
Luftfeuchtigkeit wurde das Medium auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt und in den
folgenden zwei Wochen zweimal wochentlich gewechselt. Ab einem Zeitpunkt von 14 Tagen
in Kultur erfolgte der Mediumwechsel alle 2 Tage.

Das verwendete serumfreie mit B27-Supplement (Invitrogen) und 0,5 mM Glutamin
(Invitrogen) versetzte Neurobasalmedium garantiert eine optimale Versorgung der Neuronen,
sowie im Vergleich zu serumhaltigen Medien eine eingeschrinkte Proliferation der Gliazellen
(Brewer et al., 1993; Brewer, 1995). Auf den Zusatz anti-mitotischer Agenzien konnte somit
verzichtet werden.

Um die Verdunstung des Wassers aus dem Kulturmedium und zugleich die Gefahr der
Kontamination durch Bakterien oder Pilzsporen herabzusetzen, wurde auf die MEAs ein
zuvor autoklavierter Teflonring aufgesetzt, der mit einer transparenten, fiir CO, und O,
selektiv permeablem FEP Teflon® (fluorinated ethylene propylene) Folie bespannt war (Potter
& DeMarse, 2001).
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2.2 Oberflichenbehandlung der Zellkultur-Substrate

2.2.1 Vorbehandlung und Reinigung

Da die Siliziumnitrid-Oberfliche der verwendeten Multielektrodenarrays (MEAs) im
unbehandelten Zustand hydrophobe Eigenschaften besaflen, waren sie in diesem Zustand
nicht fiir die Beschichtung mit Proteinen und die Zelladhdsion geeignet. Zunéchst musste fiir
hydrophilere Oberflicheneigenschaften Sorge getragen werden. Dies wurde zum einen
dadurch erreicht, dass die MEAs iiber einen Zeitraum von einigen Tagen in MilliQ-Wasser
gelagert werden. Zum anderen wurden sie am Tag vor Zellaussaat einer 5-miniitigen
Plasmabehandlung (200-G Plasma System, Technics Plasma GmbH, Deutschland)
unterzogen. Bei diesem Verfahren werden Molekiile auf der Oberfldche gespalten, woraus
eine polarere und somit hydrophilere Oberfliche resultiert. Weiterhin garantiert die
Plasmabehandlung eine Reinigung, sowie eine Sterilisation der Substrate. Um jedoch wirklich
sicherzustellen, dass die MEAs steril waren, wurden sie einer Dampfsterilisation im
Autoklaven (HV25, Wolf, Deutschland) unterzogen. Anschlieend erfolgte die Beschichtung
mit Poly-D-Lysin.

Um die MEASs nach dem Gebrauch von Zellen und Proteinen zu befreien, wurden sie zunichst
einer 30-miniitigen Reinigung mit einer 3%igen BM-Losung (Biomed Labordiagnostik
GmbH, Deutschland) in MilliQ-Wasser unterzogen. AnschlieBend erfolgte eine ebenfalls 30-
miniitige Behandlung mit Ultrasonol® (pH 7, Carl Roth GmbH & Co, Deutschland).

2.2.2  Ganzflachige Substratbeschichtung

Poly-D-Lysin (PDL) (70,000-150,000 MW, Sigma) wurde in einer Konzentration von
0,1 mg/ml in MilliQ-Wasser ganzflichig iiber Nacht bei Raumtemperatur auf die Substrate
gegeben. Am nichsten Tag wurde die PDL-Losung abgenommen und die Substrate dreimal
mit MilliQ-Wasser gewaschen, um nicht gebundenes PDL zu entfernen. Bevor die
Zellsuspension aufgebracht wurde, wurde die Oberfldche im Stickstoffstrom getrocknet.

Alle Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen.
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2.2.3  Strukturierte Substratbeschichtung

Um mikrometerfeine Poly-D-Lysin-Strukturen exakt und reproduzierbar auf die MEAs
aufzubringen, wurde die Methode des Mikrokontaktstempelns (micro-contact-printing, uCP)
angewendet.

Dabei wurde in diesem Fall die Poly-Aminosédure Poly-D-Lysin (PDL) mit Hilfe eines aus
einem Elastomer gegossenen strukturierten Stempels auf die gewiinschte Oberflidche
tibertragen.

Fiir diesen Vorgang waren mehrere Arbeitsschritte erforderlich. Zunidchst wurde eine
Chrommaske mit den gewiinschten Strukturen entworfen. Dieses Muster wurde durch ein
fotolithografisches Verfahren in einen Fotolack iibertragen, der als Master fiir die Abformung
de Musters in PDMS dient. Letztendlich wurde PDL mit Hilfe dieses Stempels auf das
Substrat iibertragen (s. Abb. 2.1).

A B

Belichtung Inkubation des Stempels in PDL
Stempel

W IRN NI e

L J

Fotolack
Glastrager m Trocknen des Stempels

Entwicklung

GielRen des Stempels
PDMS Entfernung des Stempels

o T

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der strukturierten Substratbeschichtung.
[A] Fotolithografische Herstellung des Masters und Giefsen des Stempels.
[B] Mikrokontaktstempeln
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2.2.3.1 Maskendesign

Das Design der verschiedenen Strukturen wurde mit AutoCAD LT 2002 (Autodesk)
vorgenommen. Es wurden zwei verschiedene Strukturen entworfen. Dabei handelte es sich
einmal um eine triangulédre Struktur (s. Abb. 2.2 A), die aus gleichschenkligen Dreiecken mit
einer basalen Kantenlinge von 100 pum und einer Hohe von ebenfalls 100 pm
zusammengesetzt ist. Daneben wurde eine kreisformige Struktur aus verschrinkten Kreisen
mit einem Durchmesser von 100 um konzipiert (s. Abb. 2.2 B).

Beide Strukturen wurden jeweils in einer Linienbreite von 4 bzw. 6 pm gezeichnet. Durch
Vervielfiltigung der Elementarstruktur erhielt man eine Gesamtflidche von 1 cm? pro Struktur.
Die Herstellung der Dark Field Chrommaske erfolgte durch DeltaMask (Enschede,
Niederlande).

TEANYZANYZANYZANYZANZAN
AVAVAVAVAVAVA *‘""’* ¥ *] Abb. 2.2: Vergriflerter Aus-

A B (/
'AVAVAVAVAVA‘ E@&@@@‘ schnitt aus dem Maskendesign
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N

[A] trianguldires Muster
[B] kreisformiges Muster

WAVAVAVAVAV/ Ftastase
AVAVAVAVAVA| st

2.2.3.2 Fotolithografische Herstellung des Masters

Bei diesem aus der Halbleitertechnik und Mikrosystemtechnik bekannten lithografischen
Reproduktionsverfahren werden mittels Belichtung Strukturinformationen von einer
Fotomaske in einen Fotolack iibertragen.

Der Fotolack (AZ 9260; Clariant GmbH, Deutschland) wurde zunichst durch
Rotationsbeschichtung (spin-coating) auf 1 mm dicke Glastriger der Grofle 30 x 40 mm
aufgebracht. Dazu wurde der Glastrdger mittels Vakuumansaugung auf einem Drehteller
fixiert und ein Tropfen des Fotolacks aufgegeben. Durch das Schleudern bei einer Drehzahl
von 1800 rpm fiir eine Minute erhielt man einen gleichméaBig verteilten Lackfilm von 10 um
Dicke.

Die Fotolackschicht wurde fiir 12 Minuten bei 100 °C getrocknet und anschlieBend bei
Raumtemperatur abgekiihlt.

Die Belichtung des Lacks erfolgte durch die Chrommaske mit der gewiinschten Struktur mit
Hilfe eines Mask Aligners (MA-25, Karl Siiss GmbH, Deutschland) im Kontaktmodus mit
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UV-Licht (350 Watt), wobei die belichteten Stellen einer fotochemischen Reaktion ausgesetzt
wurden. Diese hatte zur Folge, dass der Fotolack sich an den belichteten Stellen beim
anschlieBenden 5-miniitigen Entwickeln in verdiinnter Kalilauge l6ste.

Aus diesem Prozess resultierte eine Gussform (Master), bei der die Linien des trianguldren

bzw. ringformigen Musters als Vertiefungen im Fotolack vorlagen (s. Abb. 2.3).

Abb. 2.3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines
Masters. Die Linien des trianguldren Musters entsprechen

den Vertiefungen im Fotolack.

2.2.3.3 Giellen des Stempels

Als Material fiir die Herstellung der Stempel diente Polydimethylsiloxan (PDMS).

Dabei handelt es sich um das am meisten genutzte auf Silikon basierende organische Polymer.
Es ist viskoelastisch, durchsichtig, im Allgemeinen inert und nicht toxisch, was es zum
optimalen Material fiir die Mikrostempel macht.

Das PDMS (Sylgard® 184; Dow Corning, Wiesbaden, Deutschland) wurde in einem
Verhiltnis von 10:1 mit dem Hérter (Sylgard® 184; Dow Corning, curing agent, Wiesbaden,
Germany) gemischt.

Vor dem Stempelguss wurde der Master einer 5-miniitigen Behandlung mit dem Detergenz
Natrium-Dodecyl-Sulfat (2%, Sigma) unterzogen, um spiter das Ablosen des Stempels aus
der Gussform zu erleichtern. Das PDMS wurde in Glasringe mit einem Durchmesser von 5
mm, die auf den Master gestellt wurden, gegossen. Die Aushértung des Polymers erfolgte bei
70 °C im Ofen iiber Nacht.

2.2.3.4 Mikrokontaktstempeln

Um die Hydrophilie der PDMS-Stempel zu erhohen, wurden sie 24 Stunden in MilliQ-Wasser
aufbewahrt. Die Dekontamination erfolgte durch Eintauchen in 70% Ethanol fiir etwa 30
Sekunden. Die Stempel wurden im Stickstoffstrom getrocknet und anschlieend iiber Nacht in
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eine sterile PDL-Losung der Konzentration 0,1 mg/ml in
Phophat gepufferter Salzlosung (PBS, pH 8.0) inkubiert. Nach
einer erneuten Trocknung wurden die Stempel optisch so auf
den MEA justiert, dass die Elektroden stets mit Knotenpunkten
des Musters zusammenfielen (s. Abb. 2.4). Dies erfolgte mit
Hilfe eines Positioniersystems bestehend aus dem Tragarm

eines Fineplacers (Fineplacer-145 PICO, Finetech Electronics,

Deutschland) und einem Stereomikroskop (Leica MSS5, Leica
Abb. 2.4: PDMS-Stempel  Microsystems, Deutschland).
mit trianguldrem Muster

justiert auf die Elektro- ] ; )
dengeometrie eines MEAs Minuten bei Raumtemperatur auf die Oberflache gedriickt.

Die Stempel wurden dann mit einer Kraft von 100 g/cm? fiir 15

Mit einem planaren PDMS-Ring wurde zusitzlich um den Rand
des aufgestempelten Musters ein etwa 5 mm breiter ganzflachiger PDL-Ring aufgestempelt,
um dort ein geometrisch unbeeinflusstes Zellwachstum zu erméglichen. Dieser umgebende
Zelllayer sollte durch die Uberlappung mit dem Rand des strukturierten Netzwerkes fiir eine
stabilere Verankerung desselben Sorge tragen.

2.3 Versuchsaufbau

2.3.1 Extrazelluldre Ableitung

Bei dieser nicht-invasiven extrazelluldren Ableitung werden durch Metallelektroden, die in
direktem Kontakt mit den Zellen stehen, elektrische Feldpotentiale gemessen. Durch den
Einsatz mehrerer Elektroden kann die elektrische Aktivitit parallel an mehreren Stellen des

Netzwerkes abgegriffen werden.

2.3.2 Messaufbau

Der Messaufbau bestand aus einem Multielektrodenarray (MEA), einem 60-Kanal-
Vorverstiarker und einer Messkarte (Multi Channel Systems, MCS GmbH, Reutlingen) (s.
Abb. 2.5). Die Signale wurden vom Vorverstiarker von den Kontakten des MEAs abgegriffen,
um den Faktor 1200 verstidrkt und iiber ein 68poliges SCSI-Kabel in die Messkarte (Data
Aquisition Card) des PC eingespeist. Die Messkarte diente als Echtzeit-AD-Wandler und
gestattete eine Abtastrate von 5 bis 50 kHz. Fiir die Messungen wurde eine Abtastrate von 10

kHz gewihlt. Ein Aktionspotenzial stellt mit einer Dauer von 1-2 ms das kiirzeste Signal dar.
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Unter Beriicksichtigung der absoluten

MEA Data
mit —| Verstérker | — > Ac%ﬂsgwn Refraktirzeit von 1-2 ms betrigt die
ar
Zellkultur maximale Signalfrequenz 0,5 kHz. Die
T l gewihlte Abtastrate entspricht damit den
Anforderungen des Nyquist-Shannon-
TemPPiranf- pPC schen Abtasttheorems, welches besagt,
regelung )
dass die Frequenz der Abtastrate mehr als
i doppelt so hoch sein muss wie die
MCRack maximale Signalfrequenz (Fupase > 2
online- und offline fmax), um die Signale genau rekonstru-
Analysen . .
ieren zu konnen und eine Unterabtastung

. auszuschlieen
Abb. 2.5: Ubersicht zum Messaufbau des MEA-

Systems von Multi Channel Systems Eine differenzielle Messung wurde

ermoglicht, indem das Medium iiber eine
Drahtbriicke zu Elektrode 15 geerdet wurde. Diese Elektrode stellt somit die
Referenzelektrode mit einem Potential von 0 Volt dar, so dass die gemessenen
Spannungswerte aus der Differenz des Elektrodenpotenzials zum Potenzial der Referenz
resultierten.
Eine im Versuchsaufbau unter dem MEA befindliche regelbare Heizplatte gestattete eine
zuverlidssige konstante Temperierung des Kulturmediums. Die hier beschriebenen

Experimente wurden bei einer Mediumtemperatur von 37 °C durchgefiihrt.

2.3.3 Multielektrodenarray

Die verwendeten MEAs (s. Abb. 2.6 A) bestanden aus 60 Titannitrid-Elektroden, angeordnet
in einer 8 x 8 Matrix mit freibleibenden Eckpositionen (s. Abb. 2.6 B). Der Durchmesser der
Elektroden betrug 30 pm, der Abstand von Mittelpunkt zu Mittelpunkt benachbarter
Elektroden 200 pm.

Die fraktale Strukur des Titannitrid (s. Abb. 2.6 D) garantierte aufgrund der groBen
Oberflache eine geringe Impedanz und damit sehr hohe Ladungsiibertragungskapazititen
sowie ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis. Die maximale Amplitude des Rauschens betrug
bei dieser Elektrodengrole von Peak zu Peak 10 pV. Die Elektroden waren in eine
langzeitstabile, transparente Isolatorschicht aus Siliziumnitrid eingebettet.

Der auf den MEA aufgesetzte Glasring diente als Reservoir fiir das Medium, so dass eine

problemlose on-chip-Kultivierung der Zellen moglich war.
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Abb. 2.6: Multielektrodenarray
[A] Multielektrodenarray mit Medium

[B] Anordnung der Elektroden in einer 8x8 Geometrie

[C] Aufnahme von einer Elektrode, vgl. www.nmi.de

[D] rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Elektrodenoberfliche, vgl. www.nmi.de

2.3.4 Software

Die Systemsoftware MCRack (Multi Channel Systems) erlaubte die Datenerfassung bei der
Messung extrazelluldrer Aktivitit in Echtzeit, einfache online- und offline-Analysen der
Daten (z.B. Spike-Detektion iiber ein Schwellenwertkriterium, Bestimmung der Rate,
Erstellung eines Rasterplots, Spike-Sorting anhand der Waveform) und den Datenexport.

-7 -



2. Methoden

2.4  Elektrophysiologische Messungen

2.4.1 Eingesetzte Substanzen

Fiir die pharmakologischen Experimente wurden ausschlieflich Substanzen gewihlt, welche
am GABA-Rezeptor binden. Dabei handelte es sich um GABA (gamma aminobutyric acid),
Muscimol, Bicucullin, Picrotoxinin, Temazepam sowie dessen Glucuronide.

Der GABA-Agonist Muscimol ist ein aus dem Fliegenpilz (Amanita muscaria) stammendes
Alkaloid und die psychoaktive Wirkkomponente des Pilzes. Verwendet wurde das
wasserlosliche Muscimol-Hydrobromid.

Bicucullin ist ein kompetitiver GABA-Antagonist. Das Alkaloid stammt aus der Pflanze
Dicentra cucullaria, welche ein mehrjihriges Kraut aus der Familie der Erdrauchgewichse
(Fumariaceae) ist. Bei den Versuchen wurde das wasserlosliche Bicucullin-Methiodid
angewendet.

Bei Picrotoxinin handelt es sich um einen allosterischen GABA-Kanal-Blocker. Die
Substanz ist die aktive Komponente von Picrotoxin, ein molekularer Komplex, der sich 1:1
aus Picrotin und Picrotoxinin zusammensetzt. Picrotoxinin ist ein Sesquiterpen aus den
Friichten der Scheinmyrte (Anamirta cocculus), eine Schlingpflanze (Sri Lanka,
Vorderindien) aus der Familie der Mondsamengewichse (Menispermaceae) und wird als
Arzneimittel bei Schwindel und Ubelkeit eingesetzt.

Das eingesetzte Temazepam gehort zu den Benzodiazepinen, welche in der Natur vorkommen
oder synthetisch hergestellt werden. Temazepam wird aufgrund der relativ kurzen
Halbwertszeit von 8 bis 10 Stunden zur Behandlung von Einschlafstdrungen eingesetzt. Es
fithrt zu einer raschen Schlafinduktion, und durch die kurze Wirkdauer kommt es nicht zum
Hang-Over-Effekt. Zum FEinsatz bei den Versuchen kam ein Racemat der beiden
Stereoisomere des Temazepam.

Bei der Metabolisierung des Temazepam entstehen die entsprechenden wasserloslichen
Glucuronide. Sowohl das R- als auch das S-Enantiomer dieses Abbauproduktes wurde auf die
pharmakologische Wirksamkeit hin untersucht.

Alle verwendeten Substanzen mit Ausnahme von Temazepam und den entsprechenden
Glucuroniden wurden von Sigma bezogen. Temazepam wurde vom Institut fiir Rechtsmedizin
des Klinikums der Universitit zu Koln zur Verfiigung gestellt. Die Glucuronide des

Temazepam wurden von Tanja Pallman (K6ln) im Rahmen ihrer Dissertation synthetisiert.
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Substanz Eingesetzte Konzentrationen [uM]
GABA 05/1/15/72/5/10

Muscimol 0.05/0.1/0.2/0.5/1

Bicucullin 0.1/025/05/1/25/5/10

Bicucullin: 1

Bicucullin + GABA GABA:0/1/2/5/10/20
Picrotoxinin 0.1/025/05/1/25/5/10

. .. Picrotoxinin: 1
Picrotoxinin + GABA GABA:0/1/2/5/10/20
Temazepam 0.01/0.02/0.05/0.1

GABA: 0.5

Temazepam + GABA Temazepam: 0.01 /0.02/0.05 /0.1
Temazepamglucuronide 1/5

GABA: 0.5

Temazepamglucuronide + GABA Temazepamglucuronide: 1/5

Tab. 2.1: Ubersicht iiber die im Rahmen der pharmakologischen Versuche durchgefiihrten

Messreihen
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2.4.2  Durchfiihrung der Messungen

Die kortikalen Kulturen wurden nach einer Kultivierung von 21 Tagen in vitro zu elektro-
physiologischen Messungen herangezogen. Zunichst erfolgte eine Aufzeichnung der nativen
Aktivitdt als Kontrolle. Dazu wurde das Medium ginzlich erneuert und die extrazellulédre
Aktivitdt zum selben Zeitpunkt aufgezeichnet, zu dem spiter die Messung nach Zugabe der
Substanz erfolgen sollte.

Die getesteten Substanzen wurden zunéchst in PBS gelost, anschlieend in Medium auf die
gewiinschte Konzentration verdiinnt (s. Tab. 2.1) und die Losung auf 37 °C temperiert. Das
Kulturmedium auf dem MEA wurde vollstindig abpipettiert und durch 1 ml der Testlosung
ersetzt. Nach einer Wartezeit von 5 min (bei Zugabe von GABA, Muscimol, Bicuculline,
Picrotoxinin) bzw. 10 min (bei Zugabe von Temazepam und seinen Glucucroniden) hatte sich
der modifizierte Aktivitdtszustand stabilisiert und die Messung erfolgte fiir 60 bzw. 120
Sekunden. AnschlieBend wurde die Losung abgenommen, frisches Medium zugegeben und in
zeitlichen Abstdnden von 5 bis 30 min mehrmals ausgetauscht. In der Wartezeit wurden die
Kulturen im Brutschrank inkubiert. Bevor die Messreihe fortgesetzt wurde, stellte eine
erneute Kontrollmessung sicher, dass der Grundzustand wieder hergestellt war.

Vor Applikation der beiden hochsten Konzentrationen, wurden die Kulturen iiber Nacht im
Brutschrank inkubiert, um ein vollstdndiges Auswaschen der Substanz sicherzustellen.

Alle Messungen wurden unter strenger Beachtung steriler Bedingungen durchgefiihrt.
Kontaminationen mussten unbedingt vermieden werden, da sich die Messreihen insbesondere
bei den die Netzwerkaktivitit steigernden Substanzen iiber einen Zeitraum von mehreren

Tagen erstreckten.

2.4.3 Datenanalyse

Als Kriterium zur Analyse der Netzwerkantwort auf die applizierten Substanzen wurden
neben der Spikerate Parameter herangezogen, welche Burstcharakteristika darstellen. Dabei

handelte es sich um:

- Burstrate

- Burstdauer

- Anzahl von Spikes innerhalb eines Bursts

- Interspikeintervall (IST) innerhalb eines Bursts
- Interburstintervall (IBI)
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Schritte (s. Abb. 2.7). Zunidchst mussten die mit MCRack

. Um die Analyse durchfiihren zu konnen, bedurfte es mehrerer
—r—— Originaldaten
l erfassten Messdaten mit Hilfe des MC_DataTools (Multi

Channel Systems) in ein ASCII-Format konvertiert werden.

?Sr(,i,:;t AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Spikeanzahl und
die Burstdetektion mittels der fiir diesen Zweck in Java®

l implementierten Software MEA-SPAT (signal processing and
analysis tool) (Kujawski, 2005).

Filter Die Detektion aller Spikes erfolgte durch eine optimierte
Schwellenspannung (Threshold) in ausreichendem Abstand
zum Signalrauschen. Jeder einzelne detektierte Spike wird

: é;enS:r:It(jo-r durch den Zeitpunkt seines Auftretens représentiert (sog.

Timestamp), die Amplitude des Signals wurde hierbei

' vernachldssigt. Alle Timestamps einer Elektrode ergeben den
Spike- sogenannten Timestamptrain (Spikefolge).

detektor Nach dem Auftreten eines Burstereignisses ist ein

niederfrequentes Nachschwingen zu verzeichnen, wodurch die

J, Spikedetektion verfilscht wird (s. Abb. 2.8 A). Aus dieser

— Gegebenheit resultierte die Notwendigkeit einer Filterung der

analyser Messwerte. Eingesetzt wurde ein Hochpassfilter mit einer

Cutoff-Frequenz von 100 kHz, wodurch das Nachschwingen
Abb. 2.7: Ubersicht iiber eliminiert wurde (s. Abb. 2.8 B) und auf diesem beruhende
die Vorgehensweise bei der  filschliche Spikedetektionen ausgeschlossen werden konnten.
Vorverarbeitung der Daten  pjie Bestimmung der Schwellenwerte wurde automatisiert.
Dazu berechnete das Programm zundchst parallel die
Spikefolge eines jeden Kanals fiir 15 verschiedene festgesetzte Thresholds. Der optimale
dieser 15 Schwellenwerte wurde im Zuge der Burstanalyse fiir jeden einzelnen Kanal
ermittelt. Eine individuelle Thresholdermittlung fiir jeden einzelnen Kanal war von Noten, da
die Signalamplituden stark variieren.
Ein wichtiger Parameter fiir die Ermittlung der Timestamps ist neben den Thresholds die
Refraktirzeit, womit der Zeitraum von 2 ms nach Auftreten eines Spikes bezeichnet wird, in
dem kein anderer Spike auftreten kann. Durch das Festsetzen einer Totzeit von 2 ms nach der
Detektion eines Spikes wurde die irrtiimliche Spikedetektion aufgrund zufilliger
Fluktuationen ausgeschlossen.
Auf der Grundlage der optimalen Spikefolgen fiir jede einzelne Elektrode konnte auch die
Anzahl der detektierten Spikes in einer bestimmte Zeiteinheit bestimmt und die Spikerate

ermittelt werden.
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Spannung [uV]
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Abb. 2.8: Potenzialverlauf bei extrazelluldirer Signalableitung
[A] Potenzialverlauf ohne Filterung
[B] Potenzialverlauf nach Hochpassfilterung

Nach der Ermittlung der Spikefolgen erfolgte die Burstanalyse, die auf der Methode der

maximalen Intervalle beruhte (Tam, 2002).

Fiir die Definition eines Bursts wurden bei der Analyse aller Messungen die folgenden

Parameter herangezogen (s. Abb. 2.9):

Minimale Anzahl von Spikes in einem Burst: 3
Maximales Interspikeintervall bei Burstbeginn: 10 ms
Maximales Interspikeintervall bei Burstende: 20 ms
Minimales Interburstintervall: 500 ms

Maximales Interspike-
intervall bei Burstende

Minimale Anzahl von
Soikes in einem Burst

<“—> 4+—>

<+—>
Maximales Interspike- < >
intervall bei  Burst- .. .
begi Minimales Interburstintervall
eginn

Abb. 2.9: Veranschaulichung der zur Burstdetektion herangezogenen
Parameter.

-32-



2. Methoden

Um einen Burst zu detektieren, mussten somit zunéchst drei Spikes detektiert werden, deren
maximaler Abstand einen Zeitraum von 10 ms nicht iiberschritt. Das maximale
Interspikeintervall von 20 ms bei Burstende und das minimale Interburstintervall von 500 ms
bestimmten dabei die Burstlinge und die Anzahl der Spikes innerhalb eines Bursts.

Im ersten Teil der Burstanalyse wurden fiir jeden der 15 Spikefolgen der 60 Kanile die
Anzahl der Bursts, Burstlinge, Anzahl von Spikes und Interspikeintervalle (ISIs) innerhalb
eines Bursts, sowie die Interburstintervalle (IBIs) ermittelt. Des Weiteren berechnete das
Programm die Standardabweichung fiir die Burstdauer, Spikeanzahl, ISIs und IBIs.

Im zweiten Teil wurde aufgrund der Ergebnisse dieser Burstanalyse die optimale Spikefolge
fir jeden Kanal ermittelt. Dabei wurde zunidchst das Verhiltnis zwischen den
Standardabweichungen und den entsprechenden Durchschnittswerten fiir die erwéhnten
Burstcharakteristika bestimmt.

Fiir die weiteren Untersuchungen wurden lediglich die Spikefolgen verwendet, die in allen
vier Parametern einen Wert aufwiesen, der im Vergleich zum Durchschnittswert einen
kleineren Wert in der Standardabweichung zeigte. Erfiillte keine der Spikefolgen diese
Anforderungen wurden die von dieser Elektrode verzeichneten Messwerte verworfen.

Fiir diejenigen Spikefolgen, die die Kriterien erfiillten, wurde die mittlere Burstanzahl
ermittelt. Im nichsten Schritt wurden sdmtliche Spikefolgen eliminiert, deren Burstanzahl
mehr als 10 % vom berechneten Mittelwert abwich.

AnschlieBend wurde die Spikefolge ausgewihlt, die die Verhéltnisse von Standard-
abweichung zu Durchschnittswert mininierte.

Wurden bei den bisher beschriebenen Schritten die Spikefolgen fiir jede Elektrode separat
betrachtet, so wurden nun die Abweichungen der ausgewihlten Spikefolgen der
verschiedenen Elektroden untereinander verglichen.

Dazu wurde der Mittelwert der Burstdauer aller verbliebenen Spikefolgen berechnet.
Eliminiert wurden jedoch nur solche, die hohe Abweichungen von 25 % unterhalb des
Durchschnitts der Burstdauer und von 50 % oberhalb des Durchschnitts aufwiesen.

Die Werte fiir die Burstcharakteristika und ihre Standardabweichungen wurden in einer

eigenen Ergebnisdatei gespeichert.

244 Statistik

Jede Messreihe wurde mindestens dreimal mit unterschiedlichen Kulturen aus
unterschiedlichen Prédparationen durchgefiihrt. Zur Bestimmung des Messwertes fiir eine

Substanzkonzentration wurden pro Kultur 20 bis 40 Elektroden ausgewertet und der
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Mittelwert aus allen Messergebnissen gebildet. Alle Messwerte wurden auf den fiir den
nativen Zustand ermittelten Wert normalisiert.

Fiir die Spikeanalyse wurde zunichst die Anzahl der Spikes fiir die gesamte Messreihe aller
den Anspriichen geniigenden Kanile ermittelt und auf den Wert des nativen Zustands
normalisiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung des Mittelwertes aus den Messwerten
aller Kanile fiir eine Bedingung.

Alle Datenpunkte der elektrophysiologischen Messungen werden als der Mittelwert aller
Messwerte *+ Standardabweichung vom Mittelwert angegeben.

Die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven erfolgte mittels nichtlinearer Regressionsanalyse

unter Verwendung folgender Gleichung:

A—A
y=—1"2 A (GL 1)

Dabei ist A; der Anfangswert und A, der Endwert. X, gibt die Dosis an, bei der 50 % der
maximalen Wirkung beobachtet wird. In dieser Arbeit wird dieser Wert als ECso bzw. ICso-
Wert bezeichnet. Die Steigung der Dosis-Wirkungs-Beziehung und damit der Hill-Koeffizient
wird durch ny angegeben. Fiir die statistischen Vergleiche der Halbwirksamkeitdosis
verschiedener Dosis-Wirkungs-Beziehungen wurde das Programm GraphPad Prism 4 der
Firma GraphPad Software (San Diego, USA) herangezogen. Als Signifikanzniveau wurde
p < 0,05 zu Grunde gelegt.

Fiir die statistische Untersuchung des Mittelwertes verschiedener Datenpunkte wurde nach
Uberpriifung der Normalverteilung der Datensitze durch den Komolgorov-Smirnov-Test der
zweiseitige t-Test fiir unabhéngige Stichproben herangezogen. Lag keine Normalverteilung
vor, wurde als parameterfreier Test der Mann-Whitney U Test angewendet Der Wert der
Irrtumswahrscheinlichkeit betrug in allen statistischen Berechnungen p < 0,05.

2.5  Immunzytochemische Firbungen

2.5.1 Priparate

Die Zellen wurden auf runde Deckglidser (Durchmesser: 12 mm), die ganzfldchig mit PDL
beschichtet oder im trianguldren Muster bestempelt wurden, ausgesit und nach 7, 14 oder 21
Tagen in vitro fir 20 Minuten mit 4 % Paraformaldehyd in PBS (pH 7,4) fixiert. Nach

dreimaligem Waschen mit PBS wurden die unspezifischen Bindungsstellen durch eine 30-
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miniitige Inkubation bei Raumtemperatur in 5 % Ziegenserum (Dianova, Hamburg,
Deutschland) in PBS abgesittigt und anschlieend nach nochmaligem Waschen mit 0.6 %
TritonX-100 (Sigma) in PBS fiir 20 Minuten bei 4 °C permeabilisiert.

Die Inkubation mit dem in PBS mit 1 % Ziegenserum und 0,15 % Tween20 (Sigma)
verdiinnten Primérantikorper in der entsprechenden Konzentration (s. Tab. 2.2) erfolgte iiber
Nacht bei 4 °C. Am folgenden Tag wurde der entsprechende fluoreszenzmarkierte sekundire
Antikorper nach dreimaligem Waschen mit PBS in einer Verdiinnung von 1:100 fiir 3 bis 12
Stunden zu den Zellen gegeben (s. Tab. 2.3). Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der
Sekundérantikorper wurden von nun an alle Arbeitsschritte im Dunkeln durchgefiihrt. Bei
Doppelfiarbungen zweier verschiedener Zelltypen oder Strukturen wurden die Antikorper
nacheinander zugegeben.

Um ausschlieen zu konnen, dass eine beobachtete Farbung nicht von einer unspezifischen
Bindung des Sekundirantikorpers herriihrte, wurden die Farbungen zur Kontrolle auch ohne
die Primirantikorper durchgefiihrt.

Zur Fiarbung des Zellkerns wurde DAPI (4°,6-diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid)
(Roche, Deutschland) in einer Verdiinnung von 0,25 pg/ml fiir 5 min bei Raumtemperatur zu
den Proben gegeben. Anschliefend wurde drei Mal mit PBS gewaschen.

Auf die Deckgldser wurde ein Tropfen Fluorescence Mounting Medium (DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA) gegeben, bevor sie kopfiiber auf einen Objekttrager gelegt und der
Rand mit Nagellack abgedichtet wurde.

Tab. 2.2: Primdre Antikorper

Antigen Antiserum Hersteller Verdiinnung

glial fibrillary acidic protein . Chemicon Europe, .

(GFAP) Mouse anti-GFAP, clone GAS5 Hofheim, Deutschland 1:400

microtubule-associated . . .

protein 2 (MAP2) polyclonal Rabbit anti-MAP2 Chemicon 1:200
Mouse anti-MAP2a/2b, Abcam Ltd, Cambridge,

MAP2a/2b epitope 997-1332, clone AP20 UK 1.5 pg/ml

myelin basic protein (MBP) | Mouse anti-MBP, - )
epitope 129-138, clone 1 Chemicon 110

Neurofilament 160 kD Mouse anti-neurofilament 160, Abcam 1:200
clone NF-09

) ) ) ) 1:500

Synapsin | polyclonal Rabbit anti-synapsin I | Abcam

GABA, re.ceptor polyclonal Rabbit al:ltl-GABAA Sigma 1:300

(a1 subunit) receptor (ol subunit)
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Tab. 2.3: Sekunddre Antikorper

Antigen Antiserum Quelle Verdiinnung
Rabbit IgG Donkey, Rhodamin markiert Chemicon 1:100
Rabbit IgG Donkey, Fluorescein markiert Chemicon 1:100
Mouse IgG Donkey, Rhodamin markiert Chemicon 1:100
Mouse TgG Donkey, Fluorescein markiert Chemicon 1:100

2.5.2  Quantitative Analyse

2.5.2.1 Besiedelte Elektroden

Die Ermittlung der Anzahl der mit Neuronen besetzten Elektroden erfolgte unter Verwendung
eines Fluoreszenzmikroskops (Olympus IX 70, Olympus Deutschland GmbH). Die Zellkorper
und Dendriten wurden mit einem Antikorper gegen MAP2 markiert, der sekundire
Antikorper war mit Rhodamin markiert.

Von einer geniigend groen Probenanzahl wurde die Anzahl der Elektroden ausgezihlt, die
mit Neuronen besetzt waren.

2.5.2.2 Zelltypen und Zellmorphologie

Die Analyse der Proben erfolgte unter Verwendung eines konfokalen Mikroskops des Typs
Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss AG, Deutschland). Zur Anregung der Rhodamin-markierten
Strukturen (MAP2) wurde ein Helium/Neon-Laser (A = 543 nm) herangezogen, zur Anregung
der Fluorescein-markierten Strukturen (Synapsin I, Neurofilament, GFAP) ein Argon-Laser
(A = 488 nm). Die Aufnahmen wurden mit einem 40 fach Objektiv gemacht, wobei im Falle
einer Synapsin I und Neurofilament-Detektion ein einfacher Zoom und im Falle einer GFAP-
Detektion ein Zoom von 0,7 verwendet wurde. Es handelte sich jeweils um Bilder mit 1024 x
1024 Pixeln.

Die farbigen digitalen Aufnahmen wurden mit Adobe Photoshop zunédchst monochromatisiert.
AnschlieBend wurde eine quantitative Analyse mit Hilfe der Software MetaMorph®
(Molecular Devices, Downingtown, PA, USA) durchgefiihrt, wobei die fluoreszenzmarkierten
Strukturen durch einen definierten Intensitidtsschwellenwert vom Hintergrund hervorgehoben
wurden, um anschlieBend die Anzahl der Pixel zu bestimmen. Die Pixelgrofe betrug im Falle
eines Einfachzooms 0,23 um x 0,23 um, bei einem 0,7 fachen Zoom waren es 0,32 um x 0,32
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um. Von jeder Probe wurden sechs Bilder aufgenommen, wobei die Auswahl der
Bildausschnitte zufillig erfolgte. Fiir jede Probe wurde anhand dieser 6 Aufnahmen die
durchschnittliche Anzahl der Pixel fiir die entsprechende Struktur ermittelt.

Die Firbung der Neuronen mit einem Antikorper gegen MAP2 ermoglichte aufgrund der
Somatamarkierung die Bestimmung der Neuronenzahl fiir den Bildausschnitt, so dass fiir den
Fall der Synapsin- und Neurofilament-Fiarbungen die durchschnittliche Anzahl der Pixel pro

Neuron ermittelt werden konnte.

2.5.3 Statistik

Alle Datenpunkte wurden als Mittelwert aller Messwerte mit der dazugehorigen
Standardabweichung vom Mittelwert angegeben. Zur statistischen Analyse wurden die
Datensitze zundchst mit Hilfe des Komolgorov-Smirnov-Tests auf eine Normalverteilung
gepriift. Geniigten die Werte diesen Anspriichen, so wurde der zweiseitige t-Test fiir
unabhingige Stichproben herangezogen. Waren die Voraussetzungen nicht erfiillt, wurde als
parameterfreier Test der Mann-Whitney U Test angewendet. Als Signifikanzniveau wurde bei
den Berechnungen p < 0,05; p < 0,01 oder p < 0,001 zu Grunde gelegt. Die Irrtumswahr-

scheinlichkeit wird entsprechend angegeben.

2.6  Rasterelektronenmikroskopie

Die auf MEAs oder Deckglédsern kultivierten Neuronen wurden zunéchst fiir eine Stunde in
2,5 % Glutaraldehyd (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) in MilliQ-Wasser fixiert.
Nach dem dreimaligen Waschen von jeweils 20 Minuten in PBS erfolgte die Nachfixierung
mit 1% Osmiumtetroxid (Fluka) in MilliQ-Wasser, ebenfalls fiir eine Stunde.

Die Zellen wurden nach erneutem Waschen mit steigenden Acetonkonzentrationen (30 % und
50 % Aceton jeweils 20 min; 70 % Aceton iiber Nacht; 80, 90 und 100 % Aceton jeweils 20
min) schrittweise entwéssert. Dabei war darauf zu achten, dass die Prédparate ab einem
Acetonanteil von 70 % nicht mehr mit der Luft in Beriihrung kamen. AnschlieBend erfolgte
die Kritische Punkt-Trocknung, bei der das fliissige Aceton durch fliissiges CO; ersetzt wird,
welches am Kritischen Punkt in den gasformigen Zustand iibergeht ohne zu
Strukturzerstorungen aufgrund von Oberfldchenspannungen zu fiihren.

Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder wurden mit einem LEO EM 1530 Gemini (LEO
Electron Microscopy Ltd., Cambridge, UK) aufgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1  Entwicklung der kortikalen neuronalen Kulturen

Zunichst wurde die Entwicklung des neuronalen Netzwerkes in der artifiziellen Umgebung
hinsichtlich des Wachstums und der elektrischen Aktivitit untersucht. Die hierbei erhaltenen
Ergebnisse dienten als Anhaltspunkt fiir das optimale Entwicklungsstadium der Kulturen fiir
die pharmakologischen Messungen.

Die Betrachtung struktureller und morphologischer Eigenschaften der neuronalen Netzwerke
erfolgt in diesem Kaptitel zunichst weitgehend qualitativ. In Kapitel 3.4 werden weitere

quantitative Untersuchungen angestellt.

3.1.1 Morphologie und Wachstum der Neurone

Das neuronale Wachstum lie§ sich anhand einer MAP2- (Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2)
und Neurofilament-Markierung gut verfolgen. Mikrotubuli-assoziierte Proteine werden in
vielen verschiedenen Zelltypen gefunden. Man unterscheidet mehrere der mit den Mikrotubuli
des Zytoskeletts interagierenden Proteine. MAP2 jedoch kann ausschlieBlich in Neuronen
gefunden werden, wo es fiir die Stabilisierung der Mikrotubuli eine wichtige Rolle spielt.
Wihrend MAP2 im Zellkorper und in den Dendriten der Neurone zu finden ist, ist das 160
Kilodalton (kD) schwere Neurofilament ein Protein des Zytoskeletts, das vor allem in den
Axonen lokalisiert ist. Gegen MAP2 und Neurofilament gerichtete Antikdrper konnten somit
verwendet werden, um neuronale Somata und Dendriten beziehungsweise Axone zu
markieren. Eine Betrachtung der Morphologie der Neurone zeigte, dass in der Kultur

verschiedene neuronale Zelltypen prdsent waren. Es lieen sich Neurone einer pyramidalen
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Morphologie, die einen prominenten apikalen Dendriten und zwei basalen Dendriten

aufwiesen, von Neuronen mit einer radialen Anordnung der Dendriten unterscheiden (s. Abb.

3.1). Die Durchmesser der neuronalen Somata wiesen unterschiedliche Werte auf und

betrugen zwischen 10 und 20 pm.

™

apikaler

Dendrit

Abb. 3.1: Morphologie der
Neurone nach 21 Tagen in
Vitro.

[A] Neuron mit pyramidaler
Morphologie.  Der  apikale
Dendrit lisst sich von den zwei
basalen  Dendriten unter-
scheiden.

[B] Neuron mit radialer Anord-
nung der Dendriten

Nach 7 Tagen in vitro waren nur verhiltnisméfig kurze Dendriten und wenig Neurofilament

auszumachen (s. Abb. 3.2 A). Doch nach der zweiten Woche in Kultur waren deutlich

ausgewachsene Dendriten und Axone zu erkennen (s. Abb. 3.2 B), welche nach einer weiteren
Woche ein dichtes Neuritengeflecht bildeten (s. Abb. 3.2 C). Die Neurite erreichten zu diesem

Zeitpunkt eine Lange von mehreren 100 pm.

Abb. 3.2.: Neuronales Zellwachstum nach 7 [A], 14 [B] und 21 [C] Tagen in vitro.
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen die durch MAP2 markierten Zellkorper
und Dendriten (rot) der Neuronen, sowie die mit einem Antikorper gegen Neurofilament

160 kD markierten Axone (griin).
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3.1.2 Nachweis von Synapsen

Ein morphologischer Nachweis der Synapsen erfolgte durch eine Markierung mit einem
Antikorper, der gegen das in der priasynaptischen Endigung befindliche Protein Synapsin
gerichtet war. Bei Synapsin handelt es sich um ein synaptisches Vesikelprotein, welches die
Neurotransmitter-Ausschiittung durch Interaktionen mit synaptischen Vesikeln der
prasysaptischen Membran und Elementen des Zytoskeletts reguliert (Pieribone et al., 1995).

Die Farbungen zeigten, dass nach 7 Tagen in vitro schon Synapsen vorlagen, jedoch in recht
geringer Anzahl (s. Abb. 3.3 A). In der zweiten und dritten Woche kam es jedoch zu einem
starken Anstieg der Synapsendichte (s. Abb. 3.3 B und C). Eine detailliertere Betrachtung der

Synapsinfarbung zeigt die Detektion einzelner an den Dendriten und Somata lokalisierter

punktformiger Markierungen (s. Abb. 3.3 D).

B Abb. 3.3:  Synapsendichte
& necuronaler Netzwerke nach 7
8l /A], 14 [B, D] und 21 [C] Tagen
SRR (71 VilTO.

Die  konfokalen  Aufnahmen
d zeigen die Synapsen (griin),
| welche mit einem Antikorper
gegen Synapsin markiert
wurden, sowie die durch MAP2
markierten  Zellkorper  und
N Dendriten (rot) der Neuronen.
§ [D] zeigt einen vergrofSerten
8 Ausschnitt der Fdrbung nach 21
 Tagen in vitro.

3.1.3 Auftreten des GABA,-Rezeptors

Der zeitliche Verlauf der GABAa-Rezeptorexpression wurde durch eine Markierung der al-
Untereinheit veranschaulicht. Nach 7 Tagen in vitro zeigten die Neurone noch keine
Expression des GABAa-Rezeptors (s. Abb. 3.4 A). Nach 14 und 21 Tagen in vitro
hingegegen erfolgte eine deutliche Detektion des Rezeptors (s. Abb. 3.4 B und C). Dabei
wurden nach zwei und drei Kulturwochen bei nahezu allen Zellen GABA-Rezeptoren
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detektiert. Die Expression war vornehmlich im Bereich der Zellkorper lokalisiert, wobei
durch den Antikorper distinkte Punkte markiert wurden (s. Abb. 3.4 D).

Abb. 3.4: Expression des
GABA4-Rezeptors bei neuro-
§ nalen Netzwerken nach 7 [A], 14
[B] und 21 [C, D] Tagen in
vitro.

Die GABAj-Rezeptoren (griin)
wurden mit einem Antikorper
gegen die oj-Untereinheit des
Rezeptors markiert, die Zell-
korper und Dendriten (rot) der
Neuronen mit einem Antikorper
gegen MAP2. Ein vergrofierter
Ausschnitt  der  konfokalen
Aufnahme nach 21 Tagen in
vitro [D] zeigt, dass eine
punktuelle Markierung vorliegt.

3.1.4 Astrozyten

Bei den verwendeten Kulturen handelte es sich um Mischkulturen, die den Zellbestand des
priafrontalen Kortex, aus dem sie gewonnen wurden, repridsentierten. Fiir die Kultivierung
wurde serumfreies Neurobasalmedium verwendet, welches die Proliferation der neben den
Neuronen in Kultur vorhandenen Gliazellen einschrinkt. Im zentralen Nervensystem sind
Astrozyten der zahlreichste Gliazelltyp. Um einen Eindruck vom Vorkommen und der
Proliferationsfihigkeit dieser Zellen zu gewinnen, wurden die Astrozyten mit einem gegen
GFAP (glial fibrillary acidic protein, ,,saures Gliafaserprotein®) gerichteten AntikOrper
markiert. Bei GFAP handelt es sich um das wesentliche Intermediérfilament im Zytoplasma
reifer Astrozyten. Die auf diese Weise markierten sternfomigen Zellen wiesen ein Perikaryon
mit flichiger Morphologie und einem Durchmesser von circa 10 bis 30 um, sowie zahlreiche
verzweigte Ausldufer auf. Der Ausdehnungsradius dieser Ausldufer erstreckte sich von etwa
80 um bis hin zu 200 um. Nach 7 Tagen in vitro waren nur vereinzelte Zellen zu finden. In
der zweiten Woche nahm ihre Anzahl deutlich zu (s. Abb. 3.5 A), wobei das Verhiltnis zur
Neuronenanzahl etwa 1:4 betrug. Die Aufnahmen lieBen nach 21 Tagen in vitro keinen

weiteren Anstieg in der Astrozytendichte erkennen (s. Abb. 3.5 B).
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Abb. 3.5: Astrozytenwachstum
in kortikalen Kulturen nach 14
[A] und 21 [B] Tagen in vitro.
Die Astrozyten (griin) wurden
mit einem Antikorper gegen
GFAP markiert, die Zellkorper
und Dendriten (rot) mit einem
Antikorper gegen MAP?2.

3.1.5 Oligodendrozyten

Neben den Astrozyten wurde die Zellkultur auf das Vorhandensein von Oligodendrozyten
untersucht. Diese Gliazellen bilden im zentralen Nervensystem Zellfortsétze, die die Axone
umwickeln und die Myelinscheide bilden. Diese elektrische Isolierung der Nervenfasern
ermoglicht eine schnelle Erregungsweiterleitung.

Die Markierung der Oligodendrozyten erfolgte mit einem Marker gegen das an die Membran
angelagerte Myelin-basische-Protein (MBP).

Die den Astrozyten in der Kultur zahlenmifig weit unterlegenen Oligodendrozyten wiesen
radial um den runden Zellkorper angeordnete Zellfortsitze auf, die weniger weitldufig waren
als die Fortsidtze der Astrozyten (s. Abb. 3.6) und sich auf einen Ausdehnungsradius von 50
bis 60 um beschriankten. Der Durchmesser der Somata dieser Gliazellen betrug ungefidhr 10
um und war damit vergleichbar zu dem der neuronalen Zellkorper.

Die Oligodendrozyten befanden sich in der Zellkultur zwar meist in enger Nihe zu den
Neuronen, die Ausbildung einer Myelinscheide konnte jedoch nicht beobachtet werden.

Sie waren iiber den gesamten Zeitraum im Vergleich zu den Neuronen in einer etwa 100-fach

geringeren Anzahl zu finden.

Abb. 3.6: Konfokale Aufnahme eines Oligodendrozyten in
einer kortikalen Kultur nach 14 Tagen in vitro.

Die Detektion der Oligodendrozyten (griin) erfolgte durch
einen gegen MBP gerichteten Antikorper. Zellkorper und
Dendriten (rot) der Neuronen wurden mit einem Antikorper
gegen MAP2 markiert.

-42 -



3. Ergebnisse

3.1.6 Elektrische Aktivitit

Nach etwa 10 Tagen in Kultur konnte zum ersten Mal elektrische Aktivitit abgeleitet werden.
Diese bestand aus spontan auftretenden FEinzelsignalen, so genannten Spikes. Mit
zunehmender Kulturdauer stieg die Anzahl der Elektroden, von denen Signale abgeleitet
werden konnten, an. Diese Spikefolgen verschiedener Ableitungsorte zeigten untereinander
keine erkennbare zeitliche Korrelation.

Die ersten hoch-frequenten Spikefolgen, so genannte Bursts, wurden nach 14 Tagen
beobachtet. Die Burst-Ereignisse traten zu diesem Zeitpunkt noch in unregelmifigen
Abstinden auf. Nach etwa 3 Wochen in vitro wurden neben unkorrelierten Spikes
synchronisierte Burst-Ereignisse, die in regelmiBigen Intervallen von 10 bis 20 Sekunden
auftraten, detektiert. Die Bursts wiesen dabei eine Dauer von 100 bis 200 ms und eine
Spikefrequenz von etwa 150 bis 200 Hz auf.

In einem Zeitraum von mehreren hundert Millisekunden nach einem Burst, zeigten die
Neurone typischerweise keine Spikeaktivitit, wie die vergrolerte Darstellung der Ableitung
in Abb. 3.7 B verdeutlicht.

Zu einem Zeitpunkt von 21 Tagen in vitro lag eine stabile, reproduzierbare Netzwerkaktivitat
vor. Abb. 3.7 A zeigt die von den 60 Elektroden eines MEAs verzeichnete native Aktivitit fiir
eine Zeitdauer von 2 Sekunden nach 24 Tagen in vitro. Jedes einzelne Fenster stellt die von
einer Elektrode gemessene Aktivitidt dar. Dabei wird deutlich, dass nahezu alle Elektroden
Signale erfassen, die jedoch in den Amplituden differieren. Einfluss auf die Signalamplitude
hat die Distanz zwischen Zelle und Elektrode, die Zellgeometrie, die Isolation der Elektrode
durch das Neuron, sowie die Qualitidt der Elektrode. Die Amplituden der einzelnen Spikes
betrugen in der Regel zwischen 50 und 300 puV. In dem dargestellten zeitlichen Ausschnitt
kam es zu einem Burstereignis, das auf allen Elektroden gleichzeitig auftrat. Neben den

Bursts wurden auch einzelne Spikes erfasst.
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210 Abb. 3.7: Spontane native Aktivitit eines

44 Netzwerkes nach 24 Tagen in vitro.

- [A] Darstellung der von den 60 Elektroden

des MEA gemessenen Aktivitdit.
Jedes Fenster zeigt die von einer Elektrode
(Nr. der Elektrode links oben) verzeichneten
100 Signale fiir einen Zeitausschnitt von 2
\ Sekunden. Die 8 x 8 Geometrie der
Spike Elektroden wird auch in der Darstellung der
200 Aktivitdt beibehalten.

Burst

Spannung [uV]
o

oo 05 10 15 20 [B] Aktivitit der Elektrode Nr. 44. Kenntlich
Zeit [s] gemacht sind einzelne Spikes und ein Burst.

Auf den Burst folgt eine kurze Phase ohne
Spontanaktivitdit.
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3.2 Pharmakologische Untersuchungen an neuronalen Netzwerken

auf Multielektrodenarrays

Um zu iiberpriifen, ob neuronale Netzwerke auf Multielektrodenarrays als sensitives und
zuverldssiges Biosensorsystem fungieren konnen, wurde die Modifikation der
Netzwerkaktivitit durch Substanzen, die an den ionotropen GABAa-Rezeptor binden,
untersucht.

Zur Analyse der Netzwerkantwort wurden neben einer Bestimmung der Spikerate Parameter
herangezogen, welche auf Bursts basieren, da diese das hervorstechende Merkmal der
Aktivitat kortikaler neuronaler Netzwerke sind. Untersucht wurde der Einfluss der
verwendeten Substanzen auf die Burstrate, die Burstdauer und die Anzahl der Spikes
innerhalb eines Bursts in Abhéngigkeit von der Konzentration der zugegebenen Substanz. Um
die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse zu priifen, wurde jede Messreihe mehrmals mit
unterschiedlichen Kulturen aus unterschiedlichen Préparationen durchgefiihrt. Pro Kultur
wurden fiir eine Substanzkonzentration dabei 20 bis 40 Elektroden ausgewertet und aus den
einzelnen Messwerten der Mittelwert ermittelt. Neben dem natiirlichen Transmitter GABA
(Gamma-Aminobuttersdure) wurden der GABAa-Agonist Muscimol, der kompetitive
GABA-Antagonist Bicucullin, der allosterische GABA s-Kanal-Blocker Picrotoxinin, sowie

das Benzodiazepin Temazepam und seine Glucuronide eingesetzt.

3.2.1 Modifikation der Netzwerkaktivitit durch GABA

Zunachst wurde die Sensitivitit der Zellkulturen auf extern zugefiigtes GABA iiberpriift. Um
die Veridnderungen der Netzwerkaktivitit zu visualisieren, wurden die von mehreren
Elektroden gemessenen Spikefolgen fiir die Kontrollsituation und nach Applikation
verschiedener GABA-Konzentrationen erstellt (s. Abb. 3.8 A, B und C). Dabei wurden
Ereignisse, deren Amplitude einen definierten Schwellenwert iiberschritt, als Spike detektiert
und zum Zeitpunkt ihres Auftretens dargestellt. Die Spikeform sowie die Amplitude wurden
vernachldssigt. Bei einer solchen Darstellung der detektierten Spikes spricht man auch von
Rasterplot. Jeder einzelne Strich im Rasterplot repridsentiert einen Spike. Dickere Balken
stellen mehrere Spike-Ereignisse mit einer hohen Frequenz und somit Bursts dar. Die
Darstellung der Spikefolgen mehrerer Elektroden im Rasterplot zeigt, dass Bursts stets von
einem Grofteil der Elektroden synchron detektiert wurden (s. Abb. 3.8 A, B und C).

Mit steigender GABA-Konzentration nahm die Anzahl der Burst-Ereignisse ab. Wéhrend in
der Kontrollsituation bei der dargestellten Messung in einer Minute 5 Bursts auftraten, sank
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die Rate nach Applikation von 2 uM GABA auf 2 Bursts pro Minute ab. Bei einer 5 uM

Dosis konnte bei dieser Messung kein Burst mehr detektiert werden. Allerdings registrierten

weiterhin viele Elektroden einzelne Spikes.

A B
I | | | |11 | | |
| 11 ] . [ 1] [ [ | | I
| | | | | | |
| | | | | | 11 | I AR | Il
(. | | | | FEH (N | 1l
| [l | | | |l NN (| |
[ | | | (. | [ | |
[ . [ | |l | |
| | [ | | (.
| [N | | |
[ 1 |\|||||: [T ||= |\|| [l ‘l [ : ||\|||\ (I H|||: Il e |‘||||||| il : | Hlll I |||:|||H| |||||“|= LT
| I [N | | [ (| [ I T T \
| | | | || | |
L 1 T R W W (I N mi T I L o N e e e e A R T
0 10 20 30 40 50 60 O 10 20 30 40 50 60
Zeit [s] Zeit [s]
C
WOWL e | Abb. 3.8: Spikefolgen fiir GABA nach 24
| | | Tagen in vitro.
Lol |‘| ! 'l' L ‘" Dargestellt ist jeweils die von 15
| Elektroden verzeichnete Aktivitiit fiir eine
Minute.
UL W AT Kongrollsituation
NI I T [B] Aktivitit nach Zugabe von 2 uM
o T L GABA
L . [C] Aktivitit nach Zugabe von 5 uM
T T T M T T T M T M T GABA
0 10 20 30 40 50 60
Zeit [s]

Die Reduktion der Netzwerkaktivitit in Abhingigkeit von der Konzentration des extern
applizierten GABA driickte sich in einem Absinken der Spikerate aus (s. Abb. 3.9). Die
Halbwirksamkeitsdosis dieser Dosis-Wirkungs-Beziehung lag bei 3,60 + 1,05 uM. Der Betrag
des Hill-Koeffizienten betrug dabei 1,51 + 0,40.

0,8
0,6

044

normalisierte Spikerate

0,24

0,04

LELELELE | T L LR LR |
01 1

10
GABA [uM]

Abb. 3.9: Einfluss von GABA auf die
Spikerate (n=4)

Die Spikerate wurde durch GABA mit
einer Halbwirksamkeitsdosis von 3,60
+ 1,05 uM reduziert. Der Betrag des
Hill-Koeffizienten betrug 1,51 + 0,40.
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Eine Analyse der Burstrate machte deutlich, dass das Netzwerk auf zugefiigtes GABA in
einem Konzentrationsbereich von 500 nM bis 5 uM mit einer Reduktion der generierten
Bursts reagierte (s. Abb. 3.10 A). Der Betrag des Hill-Koeffizient war auch hier mit einem
Wert von 1,70 + 0,26 signifikant hoher als 1. Der ICsp-Wert lag bei 1,43 £ 0,11uM, und ist
somit signifikant niedriger als die Halbwirksamkeitsdosis, der sich aus einer Analyse der
Spikerate ergab (p<0,05). Folglich war die Sensitivitit der Burstrate gegeniiber GABA
deutlich hoher als die der Spikerate.
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Abb. 3.10: Einfluss von GABA auf die Burstaktivitdit

GABA reduzierte die Burstrate [A] mit einer Halbwirksamkeitsdosis von 1,43 + 0,11 uM.
Der Betrag des Hill-Koeffizienten betrug 1,70 %= 0,26. Die Burstdauer [B] und
Spikeanzahl/Burst [C] erfuhren keine signifikanten Verdnderungen (p<0,05). Die
normalisierten Werte fiir die Burstdauer in Abhdngigkeit von der Spikeanzahl/Burst liegen
nahe einer Linie der Steigung 1 (gepunktete Linie) [D]. Zwischen der Burstdauer und
Spikeanzahl/Burst besteht damit eine lineare Beziehung, was zeigt, dass auch die
Interspikeintervalle in den Bursts keine Verdnderung erfuhren.

Es gilt jeweils: n=4
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Beziiglich der Burstdauer und Spikeanzahl pro Burst war mit steigender GABA-
Konzentration eine Zunahme der Werte zu erkennen (s. Abb. 3.10 B, C und D). Bei einer
Konzentration von 5 uM GABA wurden pro Minute noch ein bis zwei Bursts generiert, die
im Vergleich zu den im Kontrollzustand auftretenden Bursts durchschnittlich die zweifache
Burstdauer und etwa die 2,5-fache Anzahl an Spikes erkennen lieBen. Diese Differenzen
waren jedoch statistisch nicht signifikant. Zwischen den Werten fiir die Burstdauer und
Spikeanzahl/Burst besteht eine lineare Beziehung (s. Abb. 3.10 D), was zeigt, dass die
Interspikeintervalle zwischen den Spikes der Bursts keine Verdnderung erfuhren.

Die hemmende Wirkung von GABA ist darauf zuriickzufiihren, dass dessen Bindung an den
GABA-Rezeptor zu einer Offnung des fiir Chlorid-Ionen passierbaren Rezeptorkanals
fiihrte. Aufgrund des zelleinwirts gerichteten Konzentrationsgradienten fiir Chlorid, kam es
daher zu einem Anionen-Einstrom in die Zelle. Die daraus resultierende Hyperpolarisation
der postsynaptischen Membran driickte sich in einer Verminderung der Aktionspotenzialrate
in den GABA-sensitiven Neuronen aus.

Die Analyse der Veridnderungen in der Netzwerkaktivitidt durch Zugabe ansteigender GABA-
Konzentrationen zeigte, dass die Burstrate und Spikerate in diesem Fall sensitiv modifiziert
werden konnte, wobei die Burstrate den sensitiveren Parameter zur Analyse der dosis-
abhédngigen Modifikation der Netzwerkantwort darstellte.

3.2.2 Modifikation der Netzwerkaktivitat durch Muscimol

Die Applikation des GABAa-Rezeptor-Agonisten Muscimol fiihrte ebenfalls zu einer
dosisabhingigen Verminderung der elektrischen Aktivitit. Die Darstellung der Spike-Folgen
mehrerer Elektroden macht deutlich, dass Muscimol schon in einer Konzentration von 200
nM eine deutliche Abnahme der Aktivitit bewirkte. Sowohl die Burstrate als auch die Anzahl
der zeitlich unsynchronen Spike-Ereignisse wurde deutlich reduziert (s. Abb. 3.11). In der
dargestellten Messung war nach Zugabe einer 500 nM Muscimol-Dosis kaum mehr Aktivitit
zu verzeichnen. Es konnte pro Minute lediglich ein Burst und kaum noch vereinzelte Spikes
detektiert werden. Schon die Betrachtung der Spikefolgen zeigte somit, dass Muscimol
verglichen mit GABA die Aktivitit der neuronalen Netzwerke in einem deutlich niedrigeren
Konzentrationsbereich herabsetzte.

Bei Muscimol handelt es sich um ein Strukturanalogon zu GABA, das direkt an die GABA-
Bindungsstelle des GABA-Rezeptorkomplexes bindet und eine Offnung des Rezeptorkanals
bewirkt. Durch den FEinstrom der Chlorid-Ionen wird die postsynaptische Membran
hyperpolarisiert, was in den dargestellten Messungen zu einer deutlich messbaren Reduktion
der elektrischen Aktivitit fiihrte.
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Die Analyse machte deutlich, dass eine Dosis zwischen etwa 20 nM und 1 uM zu einer
stetigen Reduktion der Spikeanzahl fiihrte (s. Abb. 3.12). Die Halbwirksamkeitsdosis lag hier
bei 0,173 + 0,014 uM, der Betrag des Hill-Koeffizienten betrug 1,88 £+ 0,27.

Abb. 3.12: Einfluss von Muscimol auf die
1,04 .
Spikerate, (n = 4)
£ 08 Die Spikerate wurde durch Muscimol mit
_A‘E einer Halbwirksamkeitsdosis von 0,173 *
<§ 061 0,014 uM reduziert. Der Betrag des Hill-
-1“:,,—1 o al Koeffizienten betrug 1,88 +0,27.
= 0‘2:
U‘O-

0,01 0,1 1
Muscimol [uM]
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Fiir die Burstrate ergab sich eine zur Spikerate &dhnliche Dosis-Wirkungs-Beziehung.
Steigende Dosierungen reduzierten die Rate der generierten Bursts ebenfalls in einem
Konzentrationsbereich von etwa 20 nM bis 1 uM (s. Abb. 3.13 A). Der ICso-Wert betrug
0,162 = 0,005 puM und unterschied sich damit nicht signifikant von der
Halbwirksamkeitsdosis beziiglich der Spikerate. Fiir den Betrag des Hill-Koeffizienten ergab
sich ein Wert von 1,51 £+ 0,07. Verglichen mit GABA zeigte das neuronale Netzwerk eine
zehnfach hohere Sensitivitit fiir Muscimol.

Fiir die Burstdauer und die Spikeanzahl/Burst ergab sich bei hoheren Muscimol-Dosierungen
nur eine geringfiigige, nicht signifikante Zunahme der Werte (s. Abb. 3.13 B, C und D).
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Abb. 3.13: Einfluss von Muscimol auf die Burstaktivitdt

Muscimol setzte die Burstrate [A] mit einer Halbwirksamkeitsdosis von 0,162 + 0,005 uM
herab. Der Betrag des Hill-Koeffizienten betrug 1,51 + 0,07. Die Burstdauer [B] und
Spikeanzahl/Burst [C] erfuhren keine signifikanten Verdinderungen (p<0,05).

Die normalisierten Werte fiir die Burstdauer in Abhdngigkeit von der Spikeanzahl/Burst
stiegen nur geringfiigig an und liegen nahe einer Linie der Steigung 1 (gepunktete Linie)
[D].

Es gilt jeweils: n=4
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3.2.3 Modifikation der Netzwerkaktivitat durch Bicucullin

Bicucullin ist ein kompetitiver GABAa-Antagonist. Das hei3t, es konkurriert direkt mit
GABA um eine Bindung an der Bindungsstelle des Rezeptors. Betrachtet man die Spike-
Folgen mehrerer Elektroden fiir die Kontrollbedingung und fiir die Aktivitit nach Zugabe von
1 bzw. 2,5 uM Bicucullin, so wird deutlich, dass die antagonistische Wirkung von Bicucullin
mit zunehmender Konzentration in einem Anstieg synchron auftretender Burst-Ereignisse
resultierte. Die Anzahl zeitlich unsynchronisierter einzelner Spikes nahm dabei deutlich ab (s.
Abb. 3.14 A, B und C).

Kommt es zur Bindung von Bicucullin an die Bindungsstelle des GAB A -Rezeptorkanals, so
werden Offnungswahrscheinlichkeit und durchschnittliche Offnungszeit des Rezeptors
herabgesetzt, wodurch die Leitfdhigkeit der Membran fiir Chlorid-lonen vermindert wird. Die
hemmende Wirkung des Neurotransmitters GABA wird somit durch zugefiigtes Bicucullin

unterbunden, was sich in einer zunehmenden Enthemmung der Netzwerkaktivitit ausdriickte.
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Der schon bei der Betrachtung der Spike-Folgen augenscheinliche Anstieg der
Netzwerkaktivitit fand auch in der Dosis-Wirkungs-Beziehung beziiglich der Burstrate
Ausdruck (s. Abb. 3.15 A). Es ergab sich ein dosisabhéngiger Anstieg der Burstrate, wobei
die Schwellenkonzentration bei etwa 100 uM lag und die Sittigung bei einer Konzentration
von 2.5 uM erreicht wurde. Die Halbwirksamkeitsdosis wurde fiir eine Konzentration von
0,80 £ 0,14 uM ermittelt. Der Hill-Koeffizient betrug 2,09 £ 0,71.
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Abb. 3.15: Einfluss von Bicucullin auf die Burstaktivitdit

Bicucullin erhohte die Burstrate [A]. Die Halbwirksamkeitsdosis lag bei 0,80 + 0,14 uM,
der Hill-Koeffizient betrug 2,09 + 0,71. Die Burstdauer [B], sowie Spikeanzahl/Burst [C]
nahmen ebenfalls zu. Die normalisierten Werte fiir die Burstdauer in Abhdngigkeit von
der Spikeanzahl/Burst liegen bis zu einer Konzentration von 5 uM nahe einer Linie der
Steigung 1 (gepunktete Linie) [D]. Diese lineare Beziehung zwischen der Burstdauer und
der Spikeanzahl/Burst zeigt, dass die Interspikeintervalle in den Bursts mit steigenden
Bicucullin-Konzentrationen keine Verdnderung erfuhren. Lediglich bei einer Dosis von
10 uM stiegen die Interspikeintervalle geringfiigig an.

Es gilt jeweils: n=5
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Die Zugabe von Bicucullin wirkte sich ebenfalls deutlich auf die Burstdauer aus.
Originalableitungen einer Elektrode zeigen eine deutliche zeitliche Ausdehnung der Bursts (s.
Abb. 3.16). Beziiglich dieses Parameters wies das System mit einer Schwellenkonzentration
von 2.5 uM jedoch eine wesentlich geringere Sensitivitidt auf. Allerdings stieg die Burstdauer
bis zu einer Konzentration von 10 uM weiter an (s. Abb. 3.15 B). Somit wurde eine zeitliche
Ausdehnung der Bursts erst durch Dosierungen hervorgerufen, die hinsichtlich der Burstrate
schon den maximalen Effekt erzielt hatten. Ferner bewirkten weiter ansteigende

Konzentrationen keine weitere Zunahme der Burstrate, wohl aber der Burstdauer.

A 100 B 100

50 50 4

(=]
(=]

]

o
1
4]
o
L

Spannung [pV]
Spannung [pV]

-100 4 -100 4

-150 - T . T . T . -150 T T T
0.0 05 1.0 1.5 20 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Zeit [s] Zeit [s]

Abb. 3.16: Modifikation der Burstlinge durch Bicucullin
Dargestellt ist die extrazellulire Ableitung von einer Elektrode fiir einen Zeitausschnitt
von 2 Sekunden im Kontrollzustand [A] und nach Zugabe von 10 uM Bicucullin [B].

Zusitzlich war im Konzentrationsbereich von 2,5 bis 10 uM auch ein dosisabhidngiger
Anstieg der Spikeanzahl/Burst zu verzeichnen (s. Abb. 3.15 C).

Betrachtet man den Anstieg der Burstdauer in Abhéngigkeit von der Spikeanzahl per Burst, so
wird deutlich, dass die normalisierten Werte bis zu einer Konzentration von 5 uM in einer
linearen Beziehung zueinander stehen (s. Abb. 3.15 D). Dies beweist, dass die
Interspikeintervalle zwischen den Spikes eines Bursts fiir diese Konzentrationen keine
Veridnderung erfuhren.

Dagegen kam es unter dem Einfluss von 10 uM Bicucullin zu einem Anstieg der
Interspikeintervalle (ISIs). Hier stieg die Burstdauer im Vergleich zu der nativen Situation um
etwa das Fiinffache an, wihrend sich die Anzahl der Spikes pro Burst nur um das Vierfache
erhohte. Somit ergab sich fiir die ISIs bei einer 10 uM Bicucullinkonzentration ein
durchschnittlicher Anstieg um etwa das 1,3-fache.

Fir Dosis-Wirkungs-Beziehung der Burstdauer und Spikeanzahl/Burst ergab sich keine
Siattigung, da eine stidrkere Dosierung als 10 uM zu einem rapiden Abfall der Werte beziiglich
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dieser beiden Parameter fiihrte (in Abb. 3.15 B und C nicht dargestellt). Die Applikation von
Bicucullin in einer Konzentration von 20 uM hatte zur Folge, dass die Werte fiir die
Burstdauer und Spikeanzahl/Burst auf die der Kontrollbedingung absanken.

Der dosisabhingige Anstieg der Burstrate und Spikeanzahl/Burst machte sich auch in einem
Anstieg der Spikerate bis zu einer Konzentration von 10 uM bemerkbar, wobei die Anzahl
der Spikes auf den 5-fachen Wert der Kontrollsituation angehoben wurde (s. Abb. 3.17). Die
Halbwirksamkeitsdois wurde bei einer Konzentration von 2,01 + 0,36 uM erreicht. Der Hill-
Koeffizient betrug in diesem Fall 1,08 + 0,36 uM.

Im Fall des GABA s-Antagonisten Bicucullin wurde somit auch die Spikerate in Abhingigkeit
von der zugefiigten Konzentration modifiziert. Allerdings war die Halbwirksamkeitsdosis
von 2,01 + 0,36 uM signifikant hoher als der ECso-Wert im Fall einer Analyse der Burstrate
(ECso = 0,80 = 0,14 uM) (p<0,05). Das System zeigte somit beziiglich der

konzentrationsabhingigen Modifikation der Burstrate eine deutlich hohere Sensitivitit.

Abb. 3.17: Einfluss von Bicucullin auf
6 die Spikerate, (n = 5)

Die Spikerate wurde durch Bicucullin
] mit einer Halbwirksamkeitsdosis von
41 2,01 £ 0,36 uM erhoht. Der Hill-
Koeffizient betrug 1,08 +0,10.
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0,01 0,1 1 10
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3.2.4 Modifikation der Netzwerkaktivitiat durch Picrotoxinin

Neben Bicucullin wurde als GABA-Antagonist Picrotoxinin eingesetzt, wobei es sich um
einen nicht-kompetitiven GABA 5-Kanal-Blocker handelt, der in der Kanalpore bindet.

Die Spikefolgen einer Messung fiir die Kontrollsituation und fiir die Aktivitdt nach
Applikation einer 1 bzw. 2,5 uM Picrotoxininkonzentration zeigen, dass es auch bei dieser
Substanz mit steigender Konzentration zu einer Zunahme synchron und regelmaBig
auftretender Burst-Ereignisse kam. Gleichzeitig nahm die Anzahl zeitlich unkorrelierter
Spikes ab (s. Abb. 3.18 A, B und C). Damit bewirkte Picrotoxinin ebenso wie Bicucullin eine
Steigerung der Netzwerkaktivitit, was sich auch hier in einem deutlichen Anstieg der
Burstrate bemerkbar machte. Dies ist darin begriindet, dass der GABA s-Rezeptorkanal durch

die Bindung von Picrotoxinin blockiert wird, wodurch die Leitfdhigkeit der Membran fiir
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Chlorid-lonen herabgesetzt wird. Picrotoxinin bindet jedoch in der Kanalpore des
Rezeptorkanals und konkurriert damit im Gegensatz zu Bicucullin nicht direkt mit GABA um
dieselbe Bindungsstelle. Aufgrund dieser verschiedenen Wirkungsweisen wire es denkbar,
dass sich Abweichungen in den Dosis-Wirkungs-Beziehungen von Bicucullin und
Picrotoxinin feststellen lassen, die eine Unterscheidung der Substanzen anhand ihrer

Wirkungen erlauben konnten.
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Die Dosis-Wirkungs-Beziehung beziiglich der Burstrate (s. Abb 3.19 A) macht deutlich, dass
Picrotoxinin, wie schon bei Bicucullin beobachtet, im Konzentrationsbereich von 100 nM bis
2,5 uM zu einem Anstieg der Burstrate fiihrte. Der ECso-Wert wurde fiir eine Konzentration
von 0,77 £ 0,13 uM ermittelt, und unterschied sich somit nicht signifikant von dem fiir
Bicucullin (ECsg icycunin = 0,80 £ 0,14 uM) (p<0,05). Der Hill-Koeffizient betrug 1,98 + 0,64.
Ansteigende Picrotoxininkonzentrationen erhohten neben der Burstrate auch die Burstdauer
und die Anzahl der Spikes innerhalb der Bursts (s. Abb. 3.19 B und C). Wie schon bei
Bicucullin beobachtet, kam es bis zu einer Konzentration von 10 uM zu einem Anstieg dieser
Werte. Allerdings lag der durchschnittliche Maximalwert fiir die Burstdauer bei Picrotoxinin
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etwas niedriger als bei Bicucullin. Die Differenz war jedoch statistisch nicht signifikant
(p<0,05).
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Abb. 3.19: Einfluss von Picrotoxinin auf die Burstaktivitdit

Picrotoxinin erhohte die Burstrate [A]. Die Halbwirksamkeitsdosis lag bei 0,77 + 0,13
uM, der Hill-Koeffizient betrug 1,98 + 0641. Die Burstdauer [B], sowie Spikeanzahl/Burst
[C] stiegen ebenfalls an. Die normalisierten Werte fiir die Burstdauer in Abhdngigkeit
von der Spikeanzahl/Burst liegen bis zu einer Konzentration von 5 uM nahe einer Linie
der Steigung 1 (gepunktete Linie) [D]. Die Interspikeintervalle in den Bursts erfuhren
somit bei steigenden Picrotoxinin-Konzentrationen keine Verdnderung. Lediglich bei
einer Dosis von 10 uM stiegen die Interspikeintervalle geringfiigig an.

Es gilt jeweils: n=5

Die Werte fiir die Burstdauer in Abhingigkeit von der Spikeanzahl/Burst lagen auch fiir
Picrotoxinin nahe einer Geraden der Steigung 1 (s. Abb. 3.19 D), was darauf schlieBen ldsst,
dass die Interspikeintervalle innerhalb der Bursts konstant blieben. Lediglich einen
Konzentration von 10 uM bewirkte, wie es schon bei Bicucullin zu beobachten war, eine im
Vergleich zur Spikeanzahl/Burst stirkeren Anstieg in der Burstdauer und somit eine

durchschnittliche Erhohung der Interspikeintervalle um das etwa 1,3-fache.
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Ferner ist auch hier zu beobachten, dass sich fiir Dosis-Wirkungs-Beziehungen bei Analyse
der Burstdauer und Spikeanzahl/Burst keine Sittigung ergab. Eine Konzentration von 20 uM
fiihrte auch im Fall von Picrotoxinin zu einem Abfall der Werte auf die des nativen Zustandes
(in Abb. 3.19 B und C nicht dargestellt).

Die zunehmende Netzwerkaktivitit driickte sich auch in einem dosisabhingigen Anstieg der
Spikerate bis zu einer Konzentration von 10 puM aus (s. Abb. 3.20). Die
Halbwirksamkeitsdosis wurde fiir eine Konzentration von 2,17 + 0,66 uM ermittelt und war
damit signifikant hoher als die mittlere exzitatorische Konzentration im Fall der Burstrate.
(ECs0=0,77 £ 0,13 uM) (p<0,05). Der Hill-Koeffizient betrug 1,07 + 0,23.

Abb. 3.20: Einfluss von Picrotoxinin auf
die Spikerate, (n = 3)

Die Spikerate wurde durch Picrotoxinin
4_. mit einer Halbwirksamkeitsdosis von
] 2,17 = 0,66 uM erhoht. Der Hill-
31 Koeffizient betrug 1,07 +0,23.

normalisierte Spikerate
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Picrotoxinin [uM]

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich fiir die Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir
Bicucullin und Picrotoxinin beziiglich der verschiedenen auf Bursts basierenden Parameter
und der Spikerate nur geringfiigige, nicht signifikante Unterschiede ergaben.

Die Netzwerkantwort erlaubte in den dargestellten Experimenten folglich keine

Unterscheidung der beiden Antagonisten.

3.2.5 Modifikation der Netzwerkaktivitit durch Ko-Applikation eines
GABA s-Rezeptor-Antagonisten und GABA

Bei alleiniger Zugabe der Antagonisten Bicucullin und Picrotoxinin konnte kein deutlich
unterschiedliches Antwortverhalten der neuronalen Netzwerke beobachtet werden. Daher
sollte iiberpriift werden, ob eine Unterscheidung der beiden Substanzen durch eine Ko-
Applikation mit GABA erméglicht werden konnte.

Die eingesetzte Bicucullin- bzw. Picrotoxininkonzentration betrug 1 uM und entsprach damit

etwa dem ECsp-Wert hinsichtlich der Burstrate. Ansteigende GABA-Konzentrationen sollten
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den enthemmenden Effekt des entsprechenden Antagonisten kompensieren und zu einer
Minderung der Burstrate fithren. Bicucullin konkurriert dabei mit GABA direkt um dieselbe
Bindungsstelle am Rezeptorkomplex. Picrotoxinin hingegen ist ein nicht-kompetitiver
GABA-Kanal-Blocker und bindet in der Kanalpore.

Bei Durchfiihrung der Messreihen wurde zunichst sichergestellt, dass die Burstrate durch die
Zugabe einer 1 uM Bicucullin- bzw. Picrotoxininkonzentration in vergleichbarem Mal}
modifiziert wurde. Alle weiteren Messwerte wurden auf diesen Aktivititszustand
normalisiert.

Wie zu erwarten, bedurfte es bei gleichzeitiger Applikation eines Antagonisten und GABA
deutlich hoherer GABA-Konzentrationen zur Verminderung der Burstrate als bei alleiniger
Zugabe von GABA (s. Abb. 3.21). Die Halbwirksamkeitsdosis fir GABA (ICsogapa= 1,43
0,11 uM) war signifikant niedriger als die der Wirkstoffkombinationen (Bicucullin + GABA:
ICs0=4,77 + 0,84 uM; Pictrotoxinin + GABA: ICsp=9,43 + 1,56 uM) (p<0,05). Weiterhin
zeigen die ICsp-Werte der Wirkstoffkombinationen, dass im Falle eines durch Picrotoxinin
erhohten Aktivititszustandes eine hohere GABA-Konzentration zur Reduktion der Burstrate
benotigt wurde als bei Kulturen, deren Aktivitéit durch Bicucullin angehoben wurde.

Die deutlich unterschiedlichen ICsp-Werte fiir die kombinierte Zugabe von
Bicucullin+tGABA beziehungsweise Picrotoxinin+GABA bestitigen, dass die Netzwerk-
antwort eine Unterscheidung der beiden Antagonisten bei einer jeweiligen Ko-Applikation
mit GABA erméglicht.

Abb. 3.21: Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir
1.0 GABA, Bicuculline [IuM] + GABA und
2 og) Picrotoxinin [luM] + GABA
g ] Die Burstrate wurde durch GABA mit einer
g 06- Halbwirksamkeitsdosis von 1,43 + 0,11 uM
L erhoht. In Kombination mit einer 1uM
5 0,4 Bicucullin-Dosis stieg der ICsg -Wert auf
g 4,77 £ 0,84 uM an. Wurde GABA mit einer
s 029 1uM  Picrotoxin-Dosis  ko-appliziert, so
{1 = GABA . . . . .
004 ® Bicuculine (1M + GABA [~ "\ ergab sich eine Halbwirksamkeitsdosis von
' = Picrotoxinin [1pM] + GABA - 9,43 i],56 ‘UM
o1 1 10
GABA [uM]

Die vorgestellten pharmakologischen Untersuchungen zeigten, dass die Netzwerkaktivitit bei
allen eingesetzten Substanzen eine reproduzierbare und dosisabhingige Modifikation erfuhr.
Dabei stellte die Burstrate den gemeinhin sensitivsten Parameter dar. Die Effekte aller
Substanzen waren meist vollstindig reversibel. Lediglich beim Einsatz von Bicucullin und
Picrotoxinin in einer Dosis hoher als 10 uM konnte der Grundzustand nicht wieder hergestellt

werden und es lag nach dem Auswaschen eine erniedrigte Kontrollaktivitét vor.
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3.2.6 Modifikation der Netzwerkaktivitit durch Temazepam und seine

Glucuronide

Der GABAAa-Rezeptor ist pharmakologisch besonders interessant, da an diesem die als
Schlaf- und Beruhigungsmittel eingesetzten Benzodiazepine binden und ihre Wirksamkeit
entfalten. Korpereigene Abbauprodukte der Benzodiazepine sind die Glucuronide, von denen
allgemein angenommen wird, dass sie keine pharmakologische Wirksamkeit mehr besitzen.
Eine experimentelle Bestidtigung dieser Annahme erfolgte bisher jedoch nicht. Die neuronalen
Netzwerke auf Mikroelektrodenarrays stellen, wie die vorangegangen Versuche gezeigt
haben, ein zuverlédssiges zellbasiertes Biosensorsystem fiir neuroaktive Substanzen dar und
wurden eingesetzt, um diese Annahme zu iiberpriifen.

Zum FEinsatz kamen die Glucuronide des Temazepam, welches als Medikament bei der
Behandlung von Einschlafstorungen Anwendung findet und auch bei der Metabolisierung des
hiufig angewendeten Diazepam (Handelsname: Valium®) im Korper gebildet wird. Bevor
jedoch die pharmakologische Wirksamkeit der Metabolite untersucht wurde, wurde der
Einfluss des Benzodiazepins Temazepam auf die Netzwerkaktivitit getestet.

Benzodiazepine stimulieren den GABAa-Rezeptor nicht direkt, jedoch verstirken sie die
Hemmwirkung von GABA an der postsynaptischen Membran, indem sie durch Bindung an
eine allosterische Bindungsstelle zu einer Konformationsinderung des Rezeptorkanals fiihren.
Daraus resultiert ein vermehrter Einstrom von Chlorid-Ionen in das postsynaptische Neuron
und somit eine intensivere Hyperpolaristion desselben. Die durch GABA erreichte
Maximalwirkung kann dabei nicht verstirkt werden, jedoch vermogen Benzodiazepine die
GABA-Dosis herabzusetzen, die zu einer Maximalwirkung fiihrt.

Das Messsystem zeigte eine hohe Sensitivitidt gegeniiber Temazepam. Eine Konzentration von
10 nM setzte die Burstrate um etwa 10 % herab, wihrend eine vollstindige Hemmung der
Burstaktivitit bereits durch eine Konzentration von 500 nM hervorgerufen wurde (s. Abb.
3.22 A). Die Halbwirksamkeitsdosis betrug 38,50 + 10,72 nM, der Betrag des Hill-
Koeffizienten 1,62 + 0,59. Das Benzodiazepin fithrte damit schon in sehr geringen
Konzentrationsbereichen zu einer Verstirkung der Hemmwirkung des in der Kultur
vorhandenen endogenen GABA. Dagegen erwies sich die Burstdauer und die
Spikeanzahl/Burst als nicht sensitiv gegeniiber Temazepam (s. Abb. 3.22 B, C und D).

Fir die Reduktion der Netzwerkaktivitit durch Benzodiazepine ist eine ausreichende
endogene GABA-Verfiigbarkeit an allen GABAa-Rezeptoren entscheidend. Um die
ausreichende Prisenz von GABA sicherzustellen, wurde der Botenstoff in einer weiteren
Versuchsreihe in einer Dosis von 500 nM mit dem Benzodiazepin ko-appliziert. Wie aus Abb.
3.10 A hervorgeht, lag diese GABA-Dosis nahe der Schwellenkonzentration und setzte die
Burstrate durchschnittlich um lediglich 10 % herab.
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Verglichen mit dem alleinigen Einsatz von Temazepam zeigte das Netzwerk bei Ko-
Applikation des Benzodiazepins mit GABA (500nM) eine deutlich hohere Sensitivitit (s.
Abb. 3.22 A). Die Halbwirksamkeitsdosis lag hier bei 16,85 + 1,41 nM. Gleiche Temazepam-
Konzentrationen fiihrten somit in Kombination mit GABA signifikant stirkeren Reduktion
der Burstrate als die alleinige Gabe des Benzodiazepins (p<0,05), so dass es zu einer
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Beziehung kam.
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Abb. 3.22: Einfluss von Temazepam auf die Burstaktivitdt

Temazepam setzte die Burstrate [A] mit einer Halbwirksamkeitsdosis von 38,50 + 10,72
nM herab. Der Betrag des Hill-Koeffizient betrug 1,62 + 0,59. Die Burstdauer [B] und
Spikeanzahl/Burst [C], sowie die Burstdauer in Abhdngikeit von der Spikeanzahl/Burst
erfuhren keine signifikanten Verdnderungen (p<0,05).

Bei Ko-Applikation von Temazepam mit GABA in einer Konzentration von 500 nM sank
die Halbwirksamkeitsdosis auf 16,85 £ 1,41 nM.

Es gilt jeweils: n=3, fiir Temazepam + GABA gilt: n=4

[D] Burstdauer in Abhdngigkeit von der Spikeanzahl/Burst, (n=3)
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Sowohl das R- als auch das S-Glucuronid des Temazepam wurde auf die pharmakologische
Wirksamkeit hin iiberpriift.

Getestet wurden Konzentrationen bis zu 5 uM. Dabei wurden die Substanzen alleine und auch
in Kombination mit GABA (500 nM) eingesetzt, wodurch eine ausreichende GABA-
Verfiigbarkeit im System sichergestellt wurde. Damit sollte ausgeschlossen werden, dass die
Substanzen aufgrund mangelnder endogener GABA-Verfiigbarkeit irrtiimlich als unwirksam
identifiziert wurden.

Abb. 3.23 zeigt, dass beide Stereoisomere die Burstrate sowohl bei alleiniger Zugabe als auch
in Kombination mit GABA nicht herabsetzten. Die Ausgangssubstanz Temazepam hemmte
die Burstaktivitit vollstdndig in einer Konzentration von 500 nM. Die maximal eingesetzte
Glucuronidkonzentration von 5 uM iiberstieg diese Konzentration um das Zehnfache.

Die Substanzen hatten weiterhin keinen Effekt auf die Burstdauer und die Anzahl der
Spikes/Burst.

Da die Glucuronide des Temazepam die neuronale Netzwerkaktivitit nicht beeinflussen, ist

anzunehmen, dass diese Substanzen keine pharmakologische Wirksamkeit besitzen.
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sowohl alleine als auch in Kombination
mit GABA (500 nM)

Burstrate [A], Burstdauer [B] und
Spikeanzahl/Burst zeigen auch in hohen
Konzentrationsbereichen keine deut-
lichen Verdnderungen. Temazepam
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3.3 Zellwachstum auf strukturierten Oberflachen

Fir die in Kapitel 3.2 beschriebenen pharmakologischen Untersuchungen an neuronalen
Netzwerken auf Multielektrodenarrays wurden stets Netzwerke einer hohen Zelldichte (1000
Zellen/mm?) herangezogen.

Neben diesem Ansatz sollte eine Methode entwickelt werden, die extrazelluldre Ableitungen
von Netzwerken einer moglichst geringen Zelldichte auf Multielektrodenarrays ermoglichte.
Reduziert man die Zelldichte, so ergibt sich daraus bei einer homogenen Substratbeschichtung
das Problem, dass bedingt durch den willkiirlich stattfindenden Adhésions- und
Wachstumsprozess nur wenige Neurone auf den Elektroden adhérieren.

Um ausreichend elektrische Zellaktivitit ableiten zu konnen, ist es jedoch von Noten, dass
sich ein moglichst hoher Anteil der Neurone auf den Elektroden befindet. Um dieser
Notwendigkeit Rechnung zu tragen, sollte die Zelladhdsion und das Auswachsen der Zellen
zu Netzwerken mit geringer Zelldichte durch eine eingeschrinkte Substratbeschichtung in
Form eines vorgegebenen Poly-D-Lysin (PDL)-Musters dirigiert werden.

In der Vergangenheit verwendeten einige Gruppen die Polyaminosdurenals Adhisions-
promotor, um das Zellwachstum von Neuronen auf Oberflichen zu kontrollieren (Wheeler et
al., 1999; Branch et al., 2000; Vogt et al., 2003; Heller et al., 2004; Nam et al., 2004). Bei
Polylysin handelt es sich um ein polykationisches Polymer. Es vermittelt die Zelladhédsion
nicht iiber spezifische Rezeptor-Liganden-Bindungen, wie beispielsweise das extrazellulédre
Matrixprotein Laminin, sondern iiber elektrostatische Wechselwirkungen.

Ziel dieser Dissertation war es, einen moglichst einfachen Weg zur Oberflichenstrukturierung
der MEAs zu finden. Aufwendige chemische Oberflichenbehandlungen sollten, wenn
moglich, vermieden werden. Der Adhédsionspromotor PDL wurde durch Mikrokontakt-
stempeln auf Glassubstrate und MEA-Oberflichen aufgebracht. Die Anbindung der Molekiile
erfolgte aufgrund der elektrostatischen Anziehung zwischen der negativ geladenen
Siliziumoxid- bzw. Siliziumnitrid-Oberfldche und dem positiven Polylysingeriist.

Abb. 3.24 zeigt das Zellwachstum auf einer bestempelten Glasoberfliche nach 14 Tagen in
vitro. Die Neurone wurden in einer Dichte von 200 Zellen/mm? auf die Substrate aufgebracht.
Im Fall des kreisformigen Musters wurde die vorgegebene Struktur durch das Zellwachstum
nicht zufriedenstellend befolgt. In dem Muster aus ineinander geschlungenen Kreisen mit
einem Durchmesser von 100 um lagen die einzelnen Kreisbogen zu nahe beisammen, so dass
es zu einem Uberwachsen der vorgegebenen Struktur kam (s. Abb. 3.24 A). Ein klar
strukturiertes Netzwerk konnte mit dieser Struktur nicht realisiert werden.

Wurde die Oberfliche mit dem trianguldren PDL-Muster bestempelt, so folgte die
Zelladhidsion und das Zellwachstum der Struktur in den gewihlten Dimensionen zuverldssig.

Die Hohe der gleichschenkligen Dreiecke betrug 100 um, die Basis besal3 eine Linge von
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100 um. Die Fldche der nicht bestempelten Zwischenrdume war ausreichend gro3 und konnte
von den auswachsenden Neuriten nicht iiberbriickt werden, so dass das Zellwachstum deutlich
der trianguldren Struktur folgte. Zellen, die sich in den nicht beschichteten Zwischenrdumen
befanden, konnten nicht auswachsen (s. Abb. 3.24 B), was beweist, dass sie lediglich auf der
bestempelten Fliche die addquate Adhidsions- und Wachstumsbedingungen vorfanden. Die
Somata adhérierten vornehmlich an den Knotenpunkten bzw. orientierten sich sekundir
dorthin, wihrend die auswachsenden Neurite den Linien folgten (s. Abb. 3.24 C und D).

Die Lokalisierung der Zellkorper auf den Knotenpunkten ist bei einer Kultivierung auf den
MEAs wiinschenswert, da sich an diesen auch die Elektroden befinden. Weiterhin miissen die
Elektroden durch Zellen isoliert sein, um ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis zu erhalten.

Da das Soma eines Neurons mit einem Durchmesser von 10 um eine Elektrode nicht zu
isolieren vermag, miissen sich immer mehrere Neurone bzw. Gliazellen neben den Neuronen
auf den Elektroden befinden.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass das Zellwachstum im trianguldren Muster sehr gut
der vorgegebenen PDL-Struktur folgte und die Zellkorper vornehmlich an den Knotenpunkten
adhirierten. Bei dem kreisformig gestempelten Muster war die Fldche der nicht bestempelten
Zwischenrdume kleiner und konnte von den auswachsenden Neuriten iiberbriickt werden.
Dies fiihrte dazu, dass das Zellwachstum sich nicht deutlich an den vorgegebenen Strukturen
orientierte. Weiterhin zeigte die Lokalisierung der Zellkorper keine Priferenz fiir die

Knotenpunkte. Aufgrund dieser Beobachtungen wurden fiir die weiterfithrenden Versuche nur

trianguldre Netzwerke herangezogen.

Abb. 3.24: Zellwachstum auf
strukturierten Oberflichen.
[A] Zellwachstum nach 21
Tagen in vitro auf einer im
. kreisformigen Muster bestem-
1 pelten Oberfliiche.
; [B, C] neuronales Netzwerk auf
| einem trianguliren PDL-Muster
o nach 21 Tagen in vitro. Bei C
wurden  Zellkorper und Den-
driten der Neurone mit einem
w Antikorper gegen MAP2
markiert.
- [D] Rasterelektroenenmikros-
kopische  Aufnahme eines
Knotenpunktes im trianguldren
. Muster nach 7 Tagen in vitro..
Das gestempelte PDL hebt sich
dunkel vom Hintergrund ab. Auf
- dem Knotenpunkt haftet ein
| Zellkorper. Neurite wachsen
entlang der Linien.
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3.4  Vergleich der Eigenschaften strukturierter und unstrukturierter

neuronaler Netzwerke

Die strukturierten neuronalen Netzwerke mussten hinsichtlich wesentlicher Merkmale mit den
unstrukturierten verglichen werden, um Aussagen iiber eine eventuelle Beeinflussung des
geometrisch kontrollierten Wachstums auf strukturelle und morphologische Eigenschaften
machen zu konnen. Dazu wurden die Neurone in einer Dichte von 200 Zellen/mm® auf
Substrate, welche im trianguldren Muster mit Poly-D-Lysin (PDL) bestempelt waren, und auf
ganzflachig mit PDL beschichtete Oberfldachen aufgebracht.

Der Vergleich der beiden Netzwerktypen wurde anhand von Kriterien vorgenommen, die eine
Aussage liber das Wachstum der Neurone und die Entwicklung der Kulturen zulassen und
durch immunzytochemische Firbungen kenntlich gemacht werden konnten, wodurch eine
quantitative Analyse ermoglicht wurde.

Zunichst erfolgte eine quantitative Betrachtung der Elektrodenbesetzung durch Neurone, da
die vermehrte Adhésion der Neurone auf den Elektroden ein entscheidendes Argument fiir ein
strukturiertes Zellwachstum war. Ein kritischer Punkt war das Wachstum der Astrozyten. Da
diesen Zellen wichtige Aufgaben zukommen, mussten sie auch in strukturierten Netzwerken
zugegen sein. Weiterhin musste die Synaptogenese beschrieben und ein Vergleich zu
unstrukturierten Netzwerken angestellt werden. Das Wachstum der Neurite wurde durch eine

Markierung der Axone verfolgt.

3.4.1 Besiedelung der Elektroden

Um die Anzahl der mit Neuronen besetzten Elektroden bei unstrukturierten und strukturierten
Netzwerken auf MEAs miteinander vergleichen zu konnen, wurden Zellen in einer Zelldichte
von 200 Neurone/mm? auf Chips aufgebracht, die homogen mit Poly-D-Lysin beschichtet
oder im trianguldren Muster der Linienbreite 6 um mit dem Adhésionspromotor bestempelt
waren. Nach 7 Tagen in vitro wurden die Elektroden ausgezihlt, auf denen sich neuronale
Zellkorper befanden.

Die Anzahl der besiedelten Elektroden war bei den strukturierten Netzwerken
durchschnittlich fast 3-fach hoher als bei den unstrukturierten (s. Abb. 3.25). Wihrend bei der
gegebenen Zelldichte auf einer homogen beschichteten MEA-Oberfldche im Durchschnitt nur
jede sechste Elektrode (10,8 = 5,7 Elektroden von 60) mit Neuronen besiedelt war, konnte bei
Netzwerken, die auf dem trianguldren Muster ausgewachsen waren, eine Elektrodenbelegung
von etwa 50 % registriert werden (28,3 £ 8,5 Elektroden von 60).
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Abb. 3.25: Vergleich der

A 40 — Elektrodenbesiedelung  durch
< 354 Neurone bei unstrukturierten
= 0] (random) und strukturierten
S (patterned)  Netzwerken — auf
B 2°7 Multielektrodenarrays.
© 20 [A] Anzahl der von Neuronen
e bedeckten  Elektroden  bei
Ko} [ zufillig wachsenden und
© 104 .

'g strukturierten Netzwerken der
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Linienbreite 6 um  nach 7
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[B, C] fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahmen von
Netzwerken bei homogener und
strukturierter ~ PDL-Beschich-
tung (6 um breite Linien) auf
MEAs nach 7 Tagen in vitro.
Zellkorper und Dendriten der
Neurone  wurden mit einem
Antikorper gegen MAP?2
markiert. Einige der Elektroden
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zeichnet.
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3.4.2 Astrozyten

Astrozyten mit ihren sternformig angeordneten Ausldufern sind die hiufigsten Gliazellen des
zentralen Nervensystems. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Synaptogenese,
Informationsverarbeitung und regulieren die molekulare Zusammensetzung des Extrazellulér-
raumes durch Aufnahme, Speicherung und Abgabe von Transmittern. Ferner kontrollieren sie
den Kaliumhaushalt, indem sie die bei der Erregungsleitung in den Extrazelluldrraum
gelangenden iiberschiissigen Kaliumionen aufnehmen. Aufgrund dieser Gegebenheiten
musste sichergestellt werden, dass Astrozyten auch auf den gestempelten Strukturen in
ausreichendem Mal} vorhanden waren. Gleichzeitig musste jedoch eine flichige Ausbreitung
der proliferierenden Astrozyten auf den Elektroden vermieden werden, da dies die Detektion
neuronaler Signale erschwert hitte.

Um eine Aussage iiber die Auswirkungen der Linienbreite eines strukturierten Musters auf
das Astrozytenwachstum treffen zu konnen, wurden Strukturen der Linienbreite 4 und 6 pm
verwendet. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben, waren bei einem unstrukturierten Zellwachstum
nach 7 Tagen in vitro nur vereinzelte Astrozyten zu finden, wéihrend es in der zweiten Woche

zu einer starken Zunahme ihrer Anzahl kam. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
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zeigten nach diesem Zeitpunkt keinen weiteren Anstieg in der Astrozytenzahl, so dass die
quantitativen Untersuchungen nach 14 Tagen in vitro angestellt wurden.

Wie Abb. 3.26 B und C verdeutlicht, zeigten die sternférmigen Astrozyten auf einer
ganzflichigen PDL-Beschichtung ein Perikaryon mit fldchiger Morphologie. Diese
Ausbreitung war auf den gestempelten Substraten nicht zu beobachten, was auf die
Einschrinkung der zur Verfiigung stehenden PDL-Flache zuriickzufithren ist. Eine
vollstandige Isolierung der Elektroden durch die Astrozyten musste somit angesichts der
schlanken Zellmorphologie nicht befiirchtet werden. Um die Anzahl der Astrozyten bei den
verschiedenen Substratbeschichtungen miteinander vergleichen zu konnen, wurden die Zellen
mit einem Antikorper gegen GFAP (glial fibrillary acidic protein, "Saures Gliafaserprotein"),
welches als Intermedidrfilament im Zytoplasma der Astrozyten vorkommt, markiert.

Nach einer Visualisierung dieser Markierungen mit einem fluorezenzgekoppelten sekundéren
Antikorper wurde in den konfokalen Aufnahmen die Anzahl der Pixel ermittelt.

Eine direkte Auszdhlung der Astrozyten war insbesondere auf den strukturierten Substraten
nicht moglich, da die mit DAPI markierten Zellkerne aufgrund der schlanken
Astrozytenmorphologie einzelnen Zellen nicht zugeordnet werden konnten und dariiber
hinaus verschiedene Zellen nicht voneinander abgegrenzt werden konnten.

Abb. 3.26 A zeigt, dass die Pixelanzahl der GFAP-Markierungen bei einem unstrukturierten
Zellwachstum (Pixelanzahl = 52,3 x 10° £ 24,1 x 10”) durchschnittlich etwas héher war als
bei Bestempelung der Oberfliche mit einem 6 um breiten Muster (Pixelanzahl = 34 x 10° +
9,7 x 10%). Die Differenzen waren statistisch jedoch nicht signifikant. Die geringere Anzahl
der Pixel bei strukturierten Netzwerken ist zum einen auf eine etwas geringere
Astrozytendichte zuriickzufithren, zum anderen jedoch auch auf die weniger flichige
Morphologie der Zellen auf den gestempelten Substraten. Des Weiteren war die Pixelanzahl
der GFAP-Markierungen bei einer Substratbestempelung mit einem trianguldren Muster der
Linienbreite 6 pm signifikant hoher als bei einem Muster der Linienbreite 4 um (Pixelanzahl
= 13,6 x 10° + 47 x 103). Bei Netzwerken mit 4 um breiten Linien waren damit
durchschnittlich etwa 75 % weniger GFAP-markierte Strukturen zu finden als bei einem
unkontrollierten Zellwachstum.

Die Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass die Anzahl der Astrozyten bei einem
gestempelten PDL-Muster der Linienbreite 4 pm sehr gering ist. Die  quantitative
Untersuchung der Synapsendichte und des Neurofilamentanteils sowie die
pharmakologischen Untersuchungen (s. Kap. 3.6) an strukturierten Netzwerken wurden
aufgrund dieser Ergebnisse nur bei trianguliren Mustern einer Linienbreite von 6 pm

vorgenomimen.
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a0 Abb. 3.26: Vergleich des
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[B, C] Astrozytenwachstum
4 um bei homogener und struk-
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einem  Antikorper  gegen
GFAP markiert.
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3.4.3 Synapsen

Um die Synapsendichte der strukturierten und unstrukturierten Netzwerke quantifizieren zu
konnen, wurden die Synapsen mit einem Antikorper gegen das in der Prisynapse lokalisierte
Protein Synapsin I markiert (s. Abb. 3.27 B und C) und die Pixelanzahl der Markierung pro
Neuron bestimmt. Von Interesse war hierbei nicht nur der Vergleich zwischen den beiden
Netzwerktypen, sondern auch die Entwicklung der Synapsendichte bis hin zum Zeitpunkt der
Messungen nach 3 Wochen. Eine genaue Angabe iiber die Anzahl der Synapsen pro Neuron
anhand der immunzytochemischen Firbungen gestaltete sich schwierig, da insbesondere im
Stadium einer hohen Synapsendichte, distinkte Synapsin-Punkte kaum auszumachen waren.

Die quantitative Bestimmung der Synapsendichte iiber einen dreiwdchigen Zeitraum von
Netzwerken auf einer homogenen PDL-Beschichtung zeigte, dass sich die Pixelanzahl der
Synapsin-markierten Strukturen pro Neuron zwischen der ersten und zweiten Woche in
Kultur ungefihr verdreifachte (Pixelanzahl 74;y = 1,6 X 10° + 0,4 x 103; Pixelanzahl j44iv = 5,4
x 107+ 1,2 x 103) (s. Abb. 3.26 A). In der dritten Woche hingegen kam es zu keiner weiteren
signifikanten Veridnderung der Synapsendichte (Pixelanzahl 4y = 4,7 X 10° + 1,6 x 103).
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Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass nach einem Zeitpunkt von 14 Tagen in Kultur
lediglich eine Umbildung der bereits vorhandenen Synapsen erfolgte. Auch die strukturierten
Netzwerke zeigten die fiir Netzwerke auf homogenen Oberfldachen beschriebene Entwicklung
beziiglich der Synapsendichte. Wihrend es in der zweiten Woche zu einem etwa dreifachen
Anstieg der Synapsendichte kam (Pixelanzahl 74;y = 1,7 X 10° + 0,3; Pixelanzahl 144y = 5,1 x
10° + 1,1 x 10° ), war in der dritten Woche keine weitere Zunahme festzustellen (Pixel-
anzahl 55y =5x 10°£ 1,8 x 10°).

Es wurden fiir alle Zeitpunkte keine statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich der pro
Neuron ermittelten Pixelanzahl zwischen strukturierten und unstrukturierten Netzwerken
festgestellt (s. Abb. 3.27 A).

Diese Feststellung ldsst die Aussage zu, dass nach 7, 14 und 21 Tagen in vitro die Anzahl der
Synapsen pro Neuron bei den beiden verschiedenen Netzwerktypen vergleichbar war und die
geometrische Kontrolle von Adhidsion und Zellwachstum die Synaptogenese offenbar nicht

nachteilig beeinflusste.

Abb. 3.27: Vergleich der
** Synapsendichte bei struktu-
o rierten und unstrukturierten
Netzwerken.
[A] Pixelfliche der mit einem
Antikorper gegen Synapsin
markierten  Strukturen  pro
Neuron nach 7, 14 und 21
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3.4.4 Neurofilament

Um eine Aussage iliber das Wachstum der Neurite bei strukturierten und unstrukturierten
Netzwerken treffen zu konnen, wurde der Anteil des 160 kD schweren, in Axonen
lokalisierten Neurofilaments quantifiziert. Es wire ebenfalls moglich gewesen, das Wachstum
der Dendriten durch eine Markierung mit MAP2 quantitativ zu vergleichen. Allerdings hitte
die zusitzliche Fiarbung der Zellkorper durch MAP2 die Auswertung erschwert, so dass ein
Vergleich des Neuronenwachstums durch eine Neurofilamentfarbung priferiert wurde.

Abb. 3.28 A macht deutlich, dass sich bei einem Zellwachstum auf homogen beschichteten
Oberflachen die Pixelanzahl der Neurofilament-markierten Strukturen von der zweiten zur
dritten Woche fast verdreifachte (Pixelanzahl j44iy = 6,7 X 10° + 1,3 x 103; Pixelanzahl 7145y =
18,7 x 10° + 4,9 x 10° ). Dies zeigt, dass in diesem Zeitraum ein deutliches Wachstum der
Neurone erfolgte. Auch die in Struktur wachsenden Neurone zeigten einen signifikanten
Anstieg der Pixelanzahl Neurofilament-markierter Strukturen in der dritten Woche
(Pixelanzahl j4qv= 9,3 x 10° + 1,4 x 10°; Pixelanzahl 514y = 15 x 10° £ 2,2 x 10%).

Abb. 3.28: Vergleich des

30
A ] Neurofilamentanteils pro Neu-
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S 25 | | ron bei strukturierten und
3 * 1 unstrukturierten Netzwerken.
Z 20+ [A] Pixelfliiche der mit einem
N Antikorper  gegen  Neuro-
= 15__ filament 160 kD markierten
% 104 Strukturen pro Neuron nach
s T 14 und 21 Tagen in vitro (div)
©
2 54 (n = 30).
o *0<0,05; **p<0,01
0 14 div 21 div [B, C] zeigen Netzwerke bei
] random homogener und strukturierter
[ patterned PDL—Beschichtung nach 14

Tagen in vitro (div). Die
Zellkorper und Dendriten der
Neurone (rot) wurden mit
einem  Antikorper  gegen
MAP2 markiert, die Axone
(griin) mit einem Antikorper
gegen Neurofilament 160 kD.
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Die Untersuchungen zeigen, dass das Wachstum der Axone auf den bestempelten
Substratoberflichen nicht eingeschriankt war. Fiir den Zeitpunkt nach 14 Tagen in vitro wurde
sogar ein hoherer Anteil neurofilamentmarkierter Strukturen bei strukturierten Netzwerken
festgestellt. Die Differenz war statistisch geringfiigig signifikant. Dies deutet darauf hin, dass

das Zellwachstum durch die vorgegebenen PDL-Pfade offenbar erleichtert wurde.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Neurone von im trianguldren Muster wachsenden
neuronalen Netzwerke hinsichtlich ihrer morphologischen Eigenschaften zu denen aus
unstrukturierten Netzwerken vergleichbar sind. Eine Oberfldchenstrukturierung des Substrats
hatte offenbar keinen negativen Effekt auf das Zellwachstum und die Synaptogenese.
Gleichzeitig erlaubte sie jedoch eine kontrollierte Zelladhdsion und ein dirigiertes
Zellwachstum, so dass die Anzahl der auf den Elektroden lokalisierten Zellkorper um etwa
das Dreifache hoher war als bei einem unstrukturierten Zellwachstum.

3.5 Elektrische Aktivitat unstrukturierter und  strukturierter

Netzwerke geringer Zelldichte

Eine Motivation fiir die Realisierung eines strukturierten Zellwachstums auf MEAs war es,
der nur geringen Elektrodenbesiedelung bei Kulturen einer geringen Zelldichte abzuhelfen.
Wie in Kapitel 3.4.1 erldutert, war bei einem Zellwachstum auf einer homogen mit PDL
beschichteten Oberfldche nur ein Sechstel der Elektroden mit Neuronen besiedelt, wiahrend
bei einem Zellwachstum auf einer triangulidr bestempelten Oberflidche auf etwa der Hélfte der
Elektroden neuronale Zellkorper adhirierten.

Entscheidend ist jedoch letzten Endes der Anteil der Elektroden, die elektrische Aktivitit
registrieren. Um ein strukturiertes neuronales Zellwachstum auf dem Hintergrund der
angefiihrten Motivation zu rechtfertigen, musste bei den strukturierten Netzwerken auch von
einer deutlich hoheren Anzahl an Elektroden elektrische Aktivitit verzeichnet werden als bei
den auf homogener Substratbeschichtung wachsenden Netzwerken einer geringen Zelldichte.
Abbildung 3.29 zeigt, dass bei einer ganzflichigen Substratbeschichtung nach 24 Tagen in
vitro durchschnittlich nur von 10 Elektroden Aktivitit verzeichnet werden konnte. Wurde die
Substratoberfliche im trianguldren Muster einer Linienbreite von 6 um mit PDL bestempelt,
so konnte von durchschnittlich 25 Elektroden elektrische Aktivitit registriert werden. Damit
zeigte sich eine deutliche Korrelation in der Anzahl der Elektroden, welche elektrische
Aktivitdt verzeichnen, zur Anzahl der mit neuronalen Zellkorpern besiedelten Elektroden (s.
Abb. 3.25 A). Wurde jedoch ein triangulidres Muster der Linienbreite 4 um auf die MEA-
Oberfldache aufgebracht, so konnte kaum elektrische Aktivitit gemessen werden.
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Die Versuche zeigten, dass erst durch die kontrollierte Zelladhdsion und das gesteuerte
Zellwachstum im Zuge einer geeigneten strukturierten Substratbeschichtung eine Reduktion
der Zelldichte méglich war und dennoch von einer ausreichend grolen Anzahl an Elektroden
Signale erfasst werden konnten.

] Abb. 3.29: Vergleich der Anzahl der
381 * aktiven Elektroden bei unstrukturierten
< 30+ (random) und strukturierten (patterned)
= e Netzwerken auf Multielektrodenarrays
b5 201 nach 24 Tagen in vitro (n = 3).
é ] *»<0,05
© 154
2 104 L
A
0

random patterned

3.6  Physiologische  Eigenschaften  strukturierter  neuronaler

Netzwerke auf Multielektrodenarrays

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben sind die strukturierten Netzwerke morphologisch und
strukturell betrachtet mit unstrukturierten vergleichbar. Weiterhin bestand jedoch die
Notwendigkeit, die Physiologie der in Struktur wachsenden Neurone zu untersuchen.

Somit musste zum einen die zeitliche Entwicklung der Netzwerkaktivitit dokumentiert
werden. Zum anderen musste iiberpriift werden, inwieweit das Aktivititsmuster die
charakteristischen Merkmale kortikaler Netzwerkaktivitit aufwies. Weiterhin war zu
tiberpriifen, inwieweit die Netzwerkaktivitit reproduzierbar und dosisabhingig durch die

Applikation neuroaktiver Substanzen modifiziert werden konnte.

3.6.1 Entwicklung und Charakteristika der elektrischen Aktivitit

Bei strukturierten Netzwerken der Linienbreite 6 um wurden die ersten spontan auftretenden
zeitlich unkorrelierten Spike-Ereignisse nach etwa 10 Tagen in vitro abgeleitet, wihrend die
ersten unregelmiBigen Burst-Ereignisse nach 14 Tagen beobachtet wurden. Eine stabile
Aktivitdt bestand nach 3 Wochen und wies neben einzelnen Spike-Ereignissen auch die fiir
die Aktivitit kortikaler Netzwerke charakteristischen Bursts auf.
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Bei unstrukturiert wachsenden Netzwerken mit einer geringen Zelldichte, sowie auch bei
Netzwerken der Linienbreite 4 um konnten keine Bursts detektiert werden. Hier wurden
lediglich von einer geringen Elektrodenanzahl zeitlich unkorrelierte Spike-Ereignisse
abgeleitet.

In Abb. 3.30 A ist die Ableitung von einem strukturierten neuronalen Netz der Linienbreite 6
um nach 24 Tagen in vitro gezeigt. Dargestellt ist ein zeitlicher Ausschnitt von 2 Sekunden,
in dem es zu einem Burstereignis kam, das gleichzeitig von etwa der Hilfte der Kanile
verzeichnet wurde. Das synchrone Auftreten der Bursts war auch fiir die strukturierten
Netzwerke ein charakteristisches Merkmal, sofern die Substrate in einem Muster der
Linienbreite 6 um bestempelt wurden. Die Aktivitit dieser strukturierten Netzwerke
entwickelte sich iiber den beobachteten Zeitraum von drei Wochen vergleichbar zu der
unstrukturierter Netzwerke einer hohen Zelldichte (s. Kap. 3.1.2). Diese Gegebenheit ldsst
den Riickschluss zu, dass auch die im trianguldren Muster auswachsenden Neurone ein
Netzwerk bilden, in dem hochfrequente exzitatorische Inputs sicher weitergeleitet werden
konnten.

Die Bursts traten in Abstinden von etwa 20 s auf, besallen eine Dauer von 100 bis 150 ms
und mit 15 bis 20 Spikes pro Burst eine Spikefrequenz von etwa 150 Hz. Die
Spikeamplituden betrugen bei einem strukturierten Zellwachstum in der Regel zwischen 50
und 200 pV.
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3.6.2 Modifikation der Netzwerkaktivitit durch GABA

In Kapitel 3.2 wurde die Modifikation der neuronalen Aktivitit bei unstrukturierten
Netzwerken einer hohen Zelldichte durch am GABAa-Rezeptor bindende Substanzen
dokumentiert. Daher sollte auch das Antwortverhalten der strukturierten Netzwerke auf
neuroaktive Stoffe anhand von Substanzen iiberpriift werden, die an diesen Rezeptor binden.

Hierbei wurde nicht der Anspruch erhoben, das gesamte Spektrum der in Kapitel 3.2

vorgestellten Substanzen auf seine Wirksamkeit hin zu iiberpriifen. Vielmehr sollte lediglich
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untersucht werden, ob auch bei strukturierten Netzwerken eine dosisabhingige,
reproduzierbare Modifikation der Netzwerkaktivitit durch GABAerge Substanzen moglich
ist, um eine Aussage iiber die Funktionalitit und Sensitivitit des Netzwerkes treffen zu
konnen.

Da sowohl die morphologischen Untersuchungen als auch die Entwicklung der
Netzwerkaktivitit fiir ein ausgereiftes Netzwerk zu einem Zeitpunkt nach 3 Wochen in Kultur
sprachen, wurden auch bei strukturierten Netzwerken alle pharmakologischen Messungen ab
diesem Zeitpunkt durchgefiihrt. Zunichst wurde der natiirliche Neurotransmitter GABA als

eine die Netzwerkaktivitit mindernde Substanz eingesetzt.
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| Abb. 3.31: Spikefolgen strukturierter

! Netzwerke fiir GABA nach 24 Tagen in

vitro.
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Die externe Applikation von GABA fiihrte auch bei strukturierten Netzwerken zu einer
Reduktion der Burstrate. Die Rasterplots zeigen, dass die Burstrate in der dargestellten
Messung durch eine 2 pM Dosis von fiinf Bursts pro Minute in der Kontrollsituation auf zwei

Bursts pro Minute reduziert wurde (s. Abb. 3.31 A und B). Der Einsatz einer Konzentration
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von 5 uM fiihrte neben einer weiteren Reduktion der Burstrate auch zu einer drastischen
Minderung der vereinzelten Spikeaktivitét (s. Abb. 3.31 C).

Die Dosis-Wirkung-Beziehung macht deutlich, dass die Burstaktivitit durch GABA dosis-
abhingig modifiziert wurde (s. Abb. 3.32 A). Der 1Cso-Wert der Dosis-Wirkungs-Beziehung
betrug 1,63 + 0,14 pM und unterschied sich damit nur geringfiigig von dem fiir
unstrukturierte Netzwerke (ICso = 1,43 + 0,11 uM). Fiir den Betrag des Hill-Koeffizienten
wurde ein Wert von 1,67 £ 0,24 ermittelt. Damit ergab sich kein signifikanter Unterschied in

den Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir GABA bei den beiden verschiedenen Netzwerktypen.

A B
= strukiuriertes Netzwerk
1.04 1.04 = unstrukturiertes Netzwerk
] o ]
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Abb. 3.32: Einfluss von GABA auf die Burstaktivitiit strukturierter Netzwerke

GABA reduzierte die Burstrate [A] mit einer Halbwirksamkeitsdosis von 1,63 + 0,14 uM.
Der Betrag des Hill-Koeffizienten betrug 1,67 + 0,24. Damit ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Halbwirksamkeitsdosis bei unstrukturierten Netzwerken einer hohen
Zelldichte, die 1,43 + 0,11 uM betrug. Die Burstdauer [B] und Spikeanzahl/Burst [C]
erfuhren durch GABA bei strukturierten Netzwerken keine signifikanten Verdinderungen
(p<0,05).

Es gilt jeweils: n=3
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Die strukturierten Netzwerke mit ihrer geringen Zelldichte zeigten abhingig von der
applizierten GABA-Dosis die gleiche Sensitivitit und dosisabhingige Verdnderung der
Burstrate wie die unstrukturierten Netzwerke einer hohen Zelldichte. Allerdings zeigte die
Spikerate mit einem ICsp-Wert von 1,81 + 0,45 uM eine signifikant hohere Sensitivitdt im
Fall der strukturierten Netzwerke verglichen mit den unstrukturierten neuronalen Netzwerken
(ICs50= 3,60 = 1,05 uM) (s. Abb. 3.33).

Im Bezug auf die Burstdauer und Anzahl der Spikes/Burst ergaben sich mit steigenden
GABA-Konzentrationen nur geringfiigige, nicht signifikante Verdnderungen (s. Abb. 3.32 B
und C) (p<0,05).

104 Abb. 3.33: Einfluss von GABA auf die
Spikerate  strukturierter  Netzwerke,
s %% (n=23)
% 064 Die Spikerate wurde durch GABA mit
E einer Halbwirksamkeitsdosis von 1,81
@ 0.4- + 0,45 uM reduziert. Der Betrag des
% o) Hill-Koeffizienten betrug 1,12 +0,31.
i
0,04
ot 40
GABA [uM]

3.6.3 Modifikation der Netzwerkaktivitit durch Bicucullin

Die Applikation des GABAa-Antagonisten Bicucullin fithrte mit einer Erhohung der
Dosierung zu einer deutlichen Zunahme der Burstrate. Die Spikefolgen mehrerer Elektroden
fiir die Kontrollsituation (s. Abb. 3.34 A) und fiir die Aktivitidt nach Zugabe von 1 uM (s.
Abb. 3.34 B) bzw. 2,5 uM Bicucullin (s. Abb. 3.34 C) machen deutlich, dass ansteigende
Bicucullinkonzentrationen zu einer zunehmenden Disinhibition der Netzwerkaktivitit durch
ein vermehrtes Auftreten von Bursts fithrten. Die Bursts wurden dabei synchron von den
verschiedenen Elektroden abgeleitet, was zeigt, dass sich die Aktivitdt iiber das gesamte
Netzwerk ausbreitete. Mit steigenden Konzentrationen des GABA-Blockers traten einzelne

Spikes zunehmend seltener auf.
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Die Burstrate stieg durch die Zugabe von Bicucullin in einem Konzentrationsbereich von 100
nM bis 5 uM dosisabhingig an (s. Abb. 3.35 A). Der ECsp-Wert der Dosis-Wirkungs-
Beziehung betrug 0,77 + 0,11 uM und unterschied sich damit nicht signifikant zu dem fiir
unstrukturierte Netzwerke einer hohen Zelldichte (ECsy = 0,80 £ 0,14 uM). Bei Dosierungen
bis zu 500 nM ergaben sich fiir beide Netzwerktypen vergleichbare Werte (s. Abb. 3.35 B).
Die Applikation einer 1 und 2,5 uM Konzentration fithrte jedoch bei strukturierten
Netzwerken zu einem geringeren Anstieg der Burstrate, so dass sich ein etwas niedrigerer
Wert fiir den Hill-Koeffizienten ergab (ng syrukturierr = 1,37 £ 0,23 uM; Ny unstrukturiert = 2,09 +
0,17 uM).
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Abb. 3.35: Einfluss von Bicucullin auf die Burstaktivitdit strukturierter Netzwerke

Bicucullin reduzierte die Burstrate [A] mit einer Halbwirksamkeitsdosis von 0,77 + 0,11
uM. Der Hill-Koeffizient betrug 1,37 + 0,23. Die Halbwirksamkeitsdosis fiir Bicucullin
unterschied sich damit nicht signifikant von dem fiir unstrukturierte Netzwerke einer
hohen Zelldichte ermittelten ECsp-Wert von 0,80 £ 0,14 uM (p<0,05). Die Burstdauer [B]
und Spikeanzahl/Burst [C] erfuhren durch Bicucullin bei strukturierten Netzwerken keine
signifikanten Verdnderungen (p<0,05).

Es gilt jeweils: n=4

Ein weiterer Unterschied zeigte sich in der Sensitivitit der Netzwerke beziiglich einer
Verinderung der Burstdauer und Spikeanzahl/Burst mit steigenden Bicucullin-
konzentrationen. Wihrend bei unstrukturierten Netzwerken sowohl die Burstdauer als auch
die Spikeanzahl/Burst fiir eine Dosis von 2,5 bis 10 uM substanziell anstieg (s. Kap. 3.2.1.3),
erfuhren diese Parameter bei strukturierten Netzwerken keine signifikanten Verdanderungen (s.
Abb. 3.35 C und D). Jedoch ergab sich fiir die Spikerate mit einem ECso-Wert von 0,86 +
0,41 uM fiir strukturierte Netzwerke eine deutlich hohere Sensitivitit im Vergleich zu
unstrukturierten neuronalen Netzwerken (ECso= 2,01 £ 0,36 uM) (s. Abb. 3.36).
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Abb. 3.36: Einfluss von Bicucullin auf

o 51 die Spikerate strukturierter Netzwerke,
(n =4)
g 1 Die Spikerate wurde durch GABA mit
% . einer Halbwirksamkeitsdosis 0,86 =+
2] 0,41 uM reduziert. Der Hill-Koeffizient
£, betrug 1,48 +0,9.
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Die vorgestellten Experimente zeigen, dass auch strukturierte Netzwerke eine hohe
Sensitivitit fiir Substanzen aufweisen, die am GABA-Rezeptor wirken. Dabei zeigte die
Burstrate eine zu unstrukturierten Netzwerken mit hoher Zelldichte vergleichbare Sensitivitit.
Die strukturierten Netzwerke reagierten dariiber hinaus mit einer sensitiveren Modifikation
der Spikerate.

Beziiglich beider Substanzen zeigt sich eine reproduzierbare, dosisabhingige Modifikation
der Netzwerkantwort. Dabei ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir GABA vergleichbar zu
der fiir Zellkulturen einer hohen Zelldichte. Bicucullin bewirkte im Vergleich zu diesen
Netzwerken bei hohen Substanzkonzentrationen eine geringere Steigerung der Burstrate und
hatte keinen Effekt auf die Burstdauer sowie auf die Spikeanzahl/Burst.

-79 -



4. Diskussion

4. Diskussion

4.1  Eigenschaften neokortikaler Kulturen

Als zelluldres System wurden in dieser Arbeit dissoziierte Neurone des pridnatalen Neokortex
verwendet. Die Reorganisation des Netzwerkes in der artifiziellen Umgebung wurde {iiber
einen Zeitraum von drei Wochen durch Betrachtung morphologischer und struktureller
Parameter, sowie durch die Entwicklung der Netzwerkaktivitit untersucht.

Frithere Studien zeigten, dass kortikale Neurone in der kiinstlichen Zellkulturumgebung unter
Serum-freien Bedingungen in verschiedene Zelltypen ausdifferenzieren und dieselben
morphologischen Eigenschaften aufweisen wie in vivo (Kriegstein et al., 1983; de Lima et al.,
1997a).

Sowohl fiir hippocampale als auch fiir kortikale Neurone konnte gezeigt werden, dass die
Zellen mit Poly-D-Lysin beschichteten Substraten nach etwa 7 Tagen in vitro ein einzelnes
Axon und viele Dendriten ausbilden (Dotti et al., 1988; de Lima et al., 1997a). In
Ubereinstimmung mit diesen Untersuchungen konnte in der vorliegenden Arbeit aufgrund
immunzytochemischer Firbungen nach einer Woche in vitro die Differenzierung der Neurite
in Dendriten und Axone festgestellt werden. Wihrend zu diesem Zeitpunkt nur recht kurze
Dendriten ausgebildet waren und noch relativ wenig Neurofilament detektiert werden konnte,
entwickelte sich bis zur dritten Woche in vitro ein dichtes Neuritengeflecht, in dem stirker
verzweigte Dendriten deutlich von langen, wenig verzweigten Axonen unterschieden werden
konnten. Des Weiteren lie} die unterschiedliche Morphologie der Neurone darauf schlieen,
dass die Kultur eine heterogene Zellpopulation aufwies. Neurone einer pyramidalen
Morphologie mit einem apikalen und zwei basalen Dendriten konnten deutlich von Neuronen

mit einer radialen Anordnung der Dendriten unterschieden werden.
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Die Detektion des in der priasynaptischen Endigung lokalisierten Proteins Synapsin wies
darauf hin, dass nach 7 Tagen in vitro bereits Synapsen vorhanden waren, jedoch nur in einer
geringen Anzahl. Die Firbungen zeigten aber, dass es besonders in der 2. Woche zu einem
deutlichen Anstieg der Synapsendichte kam.

Die Entwicklung der morphologischen Eigenschaften kortikaler Neurone wurde in anderen
Studien eingehend beschrieben (de Lima et al., 1997a). Dabei wurde gezeigt, dass die
Synapsendichte in der zweiten und dritten Woche in vitro signifikant ansteigt.
Elektrophysiologische Studien bewiesen, dass dabei sowohl exzitatorische als auch
inhibitorische Synapsen ausgebildet werden (Dichter et al., 1978).

Aus anderen Arbeiten zur Untersuchung der Verteilung der verschiedenen Untereinheiten des
GABA-Rezeptors im adulten Rattengehirn ist bekannt, dass die o;-Untereinheit in allen
kortikalen Schichten exprimiert wird (Pirker et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte
durch immunzytochemische Farbungen gezeigt werden, dass die a;-Untereinheit des GABA -
Rezeptors nach 14 Tagen in vitro von nahezu allen Neuronen der Zellkultur exprimiert wurde.
Die Detektion erfolgte dabei vornehmlich am Soma. Es gilt jedoch zu bedenken, dass
lediglich die a;-Untereinheit detektiert und damit eventuell vorhandene GABA s-Rezeptoren
ohne Beteilung dieser Untereinheit nicht erfasst wurden.

Wie auch in anderen Untersuchungen demonstriert werden konnte, sind in den dissoziierten
neuronalen Zellkulturen neben den Neuronen auch Gliazellen zu finden (Dichter, 1978). Die
immunzytochemischen Farbungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass neben Astrozyten
zudem Oligodendrozyten prasent sind. Auf Mikroglia wurden die Kulturen nicht getestet.

Die Proliferation der Gliazellen konnte durch das Serum-freie Neurobasalmedium so weit
eingeschrinkt werden, dass es nicht zu einem Uberwachsen der Neurone kam. Eine
Behandlung der Zellkultur mit dem Antimitotikum Ara-C (Arabinosid-Cytosin) war somit
nicht notig. Weiterhin legten andere Studien dar, dass die definierte Zusammensetzung des
Neurobasalmediums die Variabilitit der Zellzusammensetzung neuronaler Kulturen im
Vergleich zu serum-haltigen Medien vermindert (Evans ez al., 1998).

Um den optimalen Entwicklungszeitpunkt fiir die elektrophysiologischen Messungen zu
bestimmen, wurde die Entwicklung der elektrischen Netzwerkeigenschaften tidglich verfolgt.
Die Kulturen zeigten nach etwa 10 Tagen in vitro spontane Spikeaktivitit und nach etwa 14
Tagen synchronisierte Burstaktivitit, die jedoch zu diesem Zeitpunkt noch nicht periodisch
auftrat. Der Zeitpunkt der Burstentstehung war korreliert mit dem Anstieg der Synapsendichte
und Astrozytendichte in der zweiten Kulturwoche. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass
die ansteigende Synapsenzahl die Weiterleitung der Inputs garantierte, so dass hochfrequente
Spikefolgen generiert werden konnten. Weiterhin muss die Bedeutung der Astrozyten in
diesem Zusammenhang bedacht werden. Untersuchungen der letzten Jahre zeigten, dass

Astrozyten eine bedeutende Rolle in der Synchronisation neuronaler Aktivitdt spielen. An

-81-



4. Diskussion

Schnitten des Hippocamus wurde gezeigt, dass die intrazelluldre Kalzium-Konzentration in
Astrozyten durch elektrische Stimuli anstieg. Dadurch kam es zur Freisetzung von Glutamat
aus den Astrozyten, wodurch iiber eine Aktivierung von NMDA-Rezeptoren langsame
Einwirtsstrome in mehreren pyramidalen Neuronen induziert wurden, die eine hohe
Synchronizitit aufwiesen (Angulo et al., 2004; Fellin et al., 2004).

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Kulturen entwickelten bis zu einem Zeitpunkt
von 3 Wochen in vitro ein stabiles Aktivititsprofil, bei dem die synchronisierten Burst-
Ereignisse in regelmidBigen Abstinden auftraten und eine Dauer von 100 bis 200 ms
aufwiesen.

Wihrend die Beobachtungen zur Burstdauer mit anderen Untersuchungen der Aktivitit
kortikaler Netzwerke auf MEAs iibereinstimmen (Maeda, et al., 1995), wird von anderen
Gruppen das frithere Auftreten der spontanen Aktivitdt berichtet (Kamioka er al., 1996;
Tateno et al., 2002; Wagenaar et al., 2005). Spontane Spikeaktivitdt konnte in diesen Fillen
bei Kulturen kortikaler Neurone auf Multielektrodenarrays schon ab einem Zeitpunkt von 3
Tagen in vitro beobachtet werden. Bereits in der zweiten Woche in vitro trat eine periodische,
synchronisierte Burstaktivitit auf. Diese Unterschiede konnen durch die andersartigen
Kulturbedingungen oder hohere Zelldichten in diesen Studien bedingt sein.

Die Dauer der extrazelluldar abgeleiteten Bursts in der vorliegenden Arbeit unterschied sich
deutlich von denen durch intrazellulire Messungen registrierten intrinsischen Bursts. Von
intrinsischen Bursts ist bekannt, dass sie aus 2 bis 5 Aktionspotenzialen bestehen, wobei diese
eine Frequenz von 150 bis 200 Hz aufweisen (Guatteo et al., 1994; Franceschetti et al., 1995).
Die extrazelluldr abgeleiteten Bursts hingegen bestanden aus etwa 20 bis 40 Spikes und
besalen eine Gesamtdauer von 100 bis 200 ms. Allerdings entspricht die verzeichnete
Spikefrequenz von etwa 150 bis 200 Hz der intrinsischer Bursts. Diese gegeniiber der
intrazelluldren Situation deutlich erhohte Burstdauer und Spikeanzahl per Burst ist darauf
zuriickzufiihren, dass sich bei den vorliegenden Netzwerken mit einer hohen Zelldichte von
etwa 1000 Zellen/mm” immer mehrere Neurone auf einer Elektrode befinden. Die von einer
Elektrode abgeleiteten Spikes spiegeln somit in den meisten Fillen die Aktivitit mehrerer
Zellen wider. Weiterhin gilt es zu bedenken, dass intrazelluldre Ableitungen meist aus dem
intakten Gewebe oder Schnittpriparaten stammen, wobei die intakten urspriinglichen

Schaltkreise eine iibermiBige Burstaktivitit unterdriicken.
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4.2  Modifikation der Netzwerkaktivitit kortikaler Netzwerke auf
Multielektrodenarrays durch am GABA-Rezeptor bindende

Substanzen

Im Rahmen der pharmakologischen Untersuchungen an kortikalen Netzwerken auf
Multielektrodenarrays wurden Substanzen eingesetzt, welche auf denselben Rezeptor
einwirken. Somit konnte iiberpriift werden, ob das System auch fiir Substanzen, welche auf
den gleichen Mechanismus abzielen, eine unterschiedliche Sensitivitit zeigte und die
Netzwerkaktivitdt eine unterscheidbare Verdanderung erfuhr.

Der GroBteil der schnellen inhibitorischen synaptischen Ubertragung im Siugetiergehirn wird
durch ionotrope GABA-Rezeptoren iibermittelt, die von den meisten neuronalen Zellen
exprimiert werden (Korpi et al., 2002). Der GABAa-Rezeptorkomplex besitzt mehrere
verschiedene Bindungsstellen und ist der Wirkort fiir viele Substanzen. Beispielsweise wirken
hier Substanzen, die bei der Behandlung von Angstzustdnden, Schlaflosigkeit, Epilepsie und
Alkoholentzug eingesetzt werden (Korpi et al., 2002; Johnston, 2005).

Bislang wurden neuronale Netzwerke auf Multielektrodenarrays (MEAs) auch in fritheren
Studien als Modellsystem fiir pharmakologische Untersuchungen beschrieben (Morefield et
al., 2000; Keefer et al., 2001; Chiappalone et al., 2003; Gopal & Gross, 2004; Martinoia et
al., 2005a; 2005b). Allerdings findet sich hierbei zum GABA-Rezeptor als Wirkort keine
umfassende Untersuchung. Will man jedoch eine Aussage iiber die Relevanz eines hybriden
Systems aus neuronalen Zellen und MEAs fiir das Screening neuroaktiver Substanzen treffen,
so bietet sich aufgrund der hohen pharmakologischen Relevanz die Verwendung von
Substanzen an, welche auf diesen Rezeptor wirken.

Eine der grofiten Fragestellung in diesem Zusammenhang ist die Auswahl verlédsslicher und
sensitiver Parameter zur Quantifizierung inhibitorischer und exzitatorischer Effekte der zu
testenden Substanzen. Die hohe Informationsdichte, die man bei der simultanen Ableitung der
Aktivitit von 60 Orten eines neuronalen Netzwerkes erhilt, muss auf geeignete,
aussagekriftige Messparameter reduziert werden. Aus diesem Grund wurde sowohl die
Spikerate als auch verschiedene auf Bursts beruhende Parameter analysiert, um den
aussagekriftigsten Messparameter fiir die verschiedenen Substanzen zu ermitteln.

Klassische Verfahren zur Analyse der Netzwerkaktivitit beruhen auf den Zeitpunkten des
Auftretens von Spikes und dem zeitlichen Zusammenhang von Spikes (Tam, 2002). Letzteres
wurde vor allen Dingen durch die Methode der Auto- und Kreuz-Korrelation untersucht
(Aertsen et al., 1994). Wihrend einzelne Spikes meist zeitlich unkorreliert an verschiedenen

Orten im Netzwerk auftreten, zeigen Bursts in reifen Netzwerken ein hohes Mall an
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Synchronizitit und stellen das auffilligste Merkmal der spontanen Aktivitidt kortikaler
neuronaler Netzwerke dar.

Aufgrund dieser Eigenschaften bietet sich eine Netzwerkanalyse auf der Grundlage
synchronisierter Burstaktivitdt an. In der Vergangenheit wurden viele Methoden zur Analyse
der Burstaktivitidt entwickelt, die ihre Anfinge schon in den sechziger Jahren nahmen (Rodiek
et al., 1962; Cocatre-Zilgien & Delcomyn, 1990; Tam, 2002; Corner et al., 2002; Turnbull et
al., 2004; Chiappalone et al., 2005). Der in dieser Arbeit verwendete Algorithmus zur
Burstdetektion beruhte auf der Methode der maximalen Intervalle (Tam, 2002). Weiterhin
wurde das Analyseverfahren hinsichtlich der Detektion synchronisierter Burst-Ereignisse
optimiert. Somit sollte die Variabilitit zwischen den verschiedenen Elektroden vermindert
und die Verlisslichkeit des Systems gesteigert werden.

Die Signalform, sowie die Signalamplitude wurden nicht in die Analyse einbezogen, da
diesen Parametern aufgrund der Abhingigkeit von diversen variablen GréBen, wie z.B. der
Abstand der Zellmembran zur Elektrode, nur begrenzt verlédssliche Information entnommen
werden kann. Allerdings konnen diese Parameter dazu genutzt werden, die von einer
Elektrode detektierten Spikes verschiedenen Neuronen zuzuordnen (so genanntes Spike-
Sorting). Da diese Arbeit jedoch nicht auf eine umfassende Netzwerkanalyse abzielt, sondern
die Veranderungen der Netzwerkaktivitit durch verschiedene Substanzen im Zusammenhang
der gesamten Aktivitidt betrachtet, wurde von dieser Methode kein Gebrauch gemacht.
Vielmehr wurde die Modifikation der Netzwerkaktivitit als Antwort auf Substanzen, die
agonistisch, antagonistisch, als Blocker oder Modulator auf den GABAA-Rezeptor einwirken,

untersucht.

42.1 GABA

Durch extern verabreichtes GABA konnte sowohl die Spike- als auch die Burstrate
konzentrationsabhidngig herabgesetzt werden. Diese hemmende Wirkung ist darin begriindet,
dass die Bindung von GABA die Offnungszeit und Offnungsfrequenz des GABA,-
Rezeptorkanals erhoht, so dass die Membranleitfihigkeit fiir Chlorid-Ionen steigt. Um den
Ionenkanal zu aktivieren, muss es zur Bindung von zwei GABA-Molekiilen an den Rezeptor
kommen. Dabei unterscheidet man eine Bindungsstelle, die eine hohe Affinitit fir GABA
zeigt (high-affinity site) von einer zweiten mit einer geringeren Affinitdt (low-affnity site)
(Sieghart, 1995; Baur & Sigel, 2003). Bei reifen Neuronen kommt es aufgrund der
Aktivierung des Kanals durch GABA zu einem Einstrom von Chlorid-Ionen in die Zelle und
damit zu einer Hyperpolarisation. Bei unreifen Neuronen hingegen ist das Membranpotenzial

aufgrund der hohen intrazelluliren Chlorid-Konzentration negativer ist als das
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Umkehrpotenzial fiir Chlorid, so dass GABA exzitatorisch wirken kann (Gallo & Haydar,
2003; Stein & Roger, 2003; Mody & Pearce, 2004; Yamada et al., 2004). Der inhibitorische
Effekt des extern zugefiigten GABA auf die Netzwerkaktivitidt kann als ein weiterer Hinweis
auf das Vorliegen eines reifen Netzwerks zum Zeitpunkt der Messungen von etwa 3 Wochen
in vitro angesehen werden.

Beziiglich der Burstrate ergab sich ein ICso-Wert von 1,43 uM, der deutlich geringer war als
die Halbwirksamkeitsdosis beziiglich der Spikerate von 3,60 uM. Die Burstrate konnte
folglich in niedrigeren Konzentrationsbereichen herabgesetzt werden als die Spikerate und
stellte somit den sensitiveren Parameter dar. Diese mittlere inhibitorische Konzentration
beziiglich der Spikerate liegt in derselben Groenordnung wie der in einer anderen Studie
durch extrazelluldre Ableitungen der Spikeaktivitit kortikaler Kulturen ermittelte ICso-Wert
von 2,8 uM (Keefer et al., 2001).

Der Betrag des Hill-Koeffizienten betrug 1,70 fiir die Burstrate bzw. 1,51 fiir die Spikerate
entsprechend der beiden Bindungsstellen am Rezeptor. Weiterhin spricht dieser Wert fiir die
kooperative Bindung der Molekiile am Rezeptor. Auch in anderen Studien werden
vergleichbare Hill-Koeffizienten angegeben, welche aus intrazelluldren Untersuchungen
resultieren (Bormann, 2000). Eine Betrachtung der Burstrate und Spikeanzahl/Burst zeigte,
dass die Werte bei einer hohen GABA-Konzentration durchschnittlich auf etwa das doppelte
angehoben wurden. Allerdings sind die Verdnderungen zu geringfiigig und die Sensitivitit
dieser Parameter beziiglich steigender GABA-Konzentrationen damit unzureichend.

Da keine Versuche mit dem selektiven GABAg-Rezeptor Agonist Baclofen bzw. dem
GABA(c-Rezeptor Agonist CACA unternommen wurden, konnen keine Aussagen dariiber
getroffen werden, ob und in welchem Ausmall in der Kultur GABAg- und GABAc-
Rezeptoren prédsent waren. Natiirlich gilt es zu bedenken, das GABA die Netzwerkaktivitit
nicht allein durch Bindung an GABA-Rezeptoren herabsetzt, sondern auch iiber GABAg-
und GABAc-Rezeptoren einen hemmenden Effekt vermitteln kann. In anderen Studien wurde
gezeigt, dass GABAg-Rezeptoren im Kortex in hoher Dichte vertreten sind (Bowery, 2001),
GABAc(c-Rezeptoren hingegen hauptsidchlich in der Retina von Vertebraten zu finden sind
(Johnston, 1996; Bormann, 2000). Da fiir GABAc-Rezeptoren jedoch Hill-Koeffizienten von
3 bis 5 gefunden wurden (Bormann, 2000), miisste in der vorliegenden Arbeit aus einer
starken Beteiligung dieser Rezeptoren an dem durch GABA vermittelten hemmenden Effekt

ein deutlich hoherer Wert fiir den Hill-Koeffizient resultieren.
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4.2.2 Muscimol

Als selektiver GABA-Rezeptor Agonist wurde Muscimol verwendet, das auch am GABA(-
Rezeptor eingeschrinkt agonistisch wirken kann, am GABAg-Rezeptor jedoch inaktiv ist
(Johnston, 1996). Somit koénnen iiber den GABAc-Rezeptor vermittelte Effekte von
Muscimol nicht ausgeschlossen werden. Fiir diese Substanz ergaben sich mit einer
Halbwirksamkeitsdosis von 0,162 uM und 0,173 uM &hnliche Werte und damit eine dhnliche
Sensitivitit fiir die Burst- und Spikerate. Die Burstdauer und Spikeanzahl/Burst erfuhren mit
steigenden Muscimolkonzentrationen nur geringfiigige Verdnderungen.

Das Netzwerk zeigte folglich verglichen mit GABA eine etwa zehnfach hdhere Sensitivitit
fiir den GABA-Agonisten. Untersuchungen mit radioaktiv markierten Liganden zeigten, dass
Muscimol {iiber eine high-affinity Bindungsstelle an den Rezeptor bindet und eine hohe
agonistische Aktivitit aufweist (Ebert et al., 1997; Baur et al., 2003). Die hier gefundene
Sensitivitdt der Netzwerkaktivitit unterscheidet sich jedoch deutlich von der in anderen
Untersuchungen, bei denen fiir Muscimol ein ICso-Wert von 19,2 uM bei kortikalen Kulturen
ermittelt wurde (Gross et al., 20006).

Der Betrag des Hill-Koeffizient der Dosis-Wirkungs-Beziehung betrug 1,51 fiir die Burstrate
und 1,88 fiir die Spikerate, was auch bei Muscimol darauf hindeutet, dass eine Kooperativitit

der von mindestens zwei Molekiilen aktivierten Bindungsstellen vorliegt.

4.2.3 Bicucullin und Picrotoxinin

Das durch Bicucullin und Picrotoxinin induzierte Aktivititsmuster war mit steigenden
Konzentrationen von einer zunehmenden synchronisierten, rhythmischen Burstaktivitit
gepragt.

Es handelt sich hierbei nicht um ,,exzitatorischen* Substanzen im Sinne von Glutamat oder
dem Glutamatagonist NMDA, die die Spikerate steigern, diese Substanzen fiihren vielmehr zu
einer Disinhibition der Netzwerkaktivitit. Der GABA-Antagonist Bicucullin setzt die
durchschnittliche Offnungszeit und Offnungswahrscheinlichkeit des Rezeptorkanals und
damit die Leitfdhigkeit der Membran fiir Chlorid-Ionen herab. Dabei ist unklar, ob Bicucullin
nur an eine oder beide GABA-Bindungsstellen anbindet (Macdonald & Olsen, 1994).
Picrotoxinin hingegen ist ein nicht-kompetitiver GABA 4-Kanal-Blocker, fiir den mehrere
Wirkungsmechanismen diskutiert werden (Newland & Cull-Candy, 1992; Macdonald &
Olsen, 1994). Friithere Studien zeigten, dass Picrotoxinin den Kanal nur in Anwesenheit von
GABA oder eines GABA-Agonisten blockieren kann. Daher wird angenommen, dass die

Bindung von Picrotoxinin eines geoffneten Kanals bedarf und sich die Bindungsstelle

- 86 -



4. Diskussion

demzufolge in der Kanalpore befindet (Sieghart, 1995). Wihrend Bicuculline nur auf den
GABA-Rezeptor antagonistisch einwirken kann, kann Picrotoxinin auch als nicht-
kompetitiver Antagonist am GABAc-Rezeptor wirken (Johnston, 1996). Substanzen wie
Bicucullin und Picrotoxinin, die die hemmende Wirkung des Neurotransmitters GABA
unterbinden, werden auch als Krampfgifte bezeichnet (Meldrum & Whiting, 2001; Treiman,
2001). Sie induzieren einen Aktivitdtszustand, der dem einer epileptischen Aktivitit gleicht
(Hwa et al., 1990).

In den Experimenten dieser Arbeit nahm die Aktivitdit mit steigenden
Substanzkonzentrationen deutlich zu, wobei die Burstrate mit ECso-Werten von 0,80 uM
(Bicucullin) und 0,77 uM (Picrotoxinin) eine deutlich hohere Sensitivitit zeigte als die
Spikerate mit einer Halbwirksamkeitsdosis von 2,01 uM (Bicuculline) und 2,17 uM
(Picrotoxinin). Diese Konzentrationen liegen im selben Bereich wie die in anderen Studien
durch intrazelluldre Messungen gewonnenen Werte. Fiir Untersuchungen an akut dissoziierten
Vertebratenneuronen wurde berichtet, dass der GABA-Strom durch Picrotoxinin in einem
Konzentrationsbereich von 0,6 bis 37 uM zu 50 % herabgesetzt wird (Newland et al., 1991).
Fiir Bicucullin wurde im Rahmen anderer Studien an Horizontalzellen der Maus eine
Halbwirksamkeitsdosis von 1,4 bis 1,7 uM angegeben (Feigenspan et al., 2000; Feigenspan &
Weiler, 2004).

Allerdings wurden fiir beide Substanzen widerspriichliche Werte beziiglich der Hill-
Koeffizienten ermittelt. Wihrend sich aufgrund der Spikerate jeweils ein Hill-Koeffizient von
1 ergab, lagen die Werte im Fall der Burstrate bei 2. Bei intrazelluliren Ableitungen von
Horizontalzellen im Rahmen einer anderen Studie wurde ein Hill-Koeffizient von 1 gefunden
(Feigenspan & Weiler, 2004), so dass die Werte fiir die Spikerate diesbeziiglich besser mit
denen durch intrazelluldre Messungen gefundenen Werten korreliert.

Neben der auffilligen Steigerung der Burstrate durch Bicucullin und Picrotoxinin, kam es in
einem Konzentrationsbereich von 2,5 bis 10 uM zu einer deutlichen Zunahme der Burstdauer.
Allerdings stieg die Burstrate schon in einem etwa 10-fach geringeren Konzentrationsbereich
an und erwies sich somit als der deutlich sensitivere Parameter. Die Steigerung der Burstdauer
durch Bicucullin und andere Krampfgifte wie TMPP (Trimethylolpropanphosphat) wurde
auch in anderen Studien zur extrazelluliren Signalableitung von neuronalen Netzwerken
beschrieben (Keefer et al., 2001). Durch eine TMPP-Dosis von 20 um konnte die Burstrate
dort im Vergleich zur Kontrollsituation um etwa das 10-fache gesteigert werden, fiir
Bicucullin finden sich keine ndheren Angaben zum Ausmal der Steigerung.

In anderen Untersuchungen an neuronalen Netzwerken auf Multielektrodenarrays lag die
eingesetzte Bicucullinkonzentration mit 50 uM deutlich hoher (Keefer er al., 2001; Morefield
et al., 2000). Hierbei kamen jedoch vor allem Kulturen des Riickenmarks zum Einsatz. Das in

dieser Arbeit eingesetzte System zeigte eine deutlich hohere Sensitivitit. Eine Konzentration
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von 20 uM fiihrte sogar zu einem deutlichen Absinken der Aktivitdt. Eine erniedrigte
Aktivitat im Grundzustand, sowie eine geringere Sensitivitit der Kulturen nach Applikation
einer 20 uM Bicucullin- bzw. Picrotoxinin-Dosis deuteten sogar auf die Zytotoxizitit dieser
Substanzkonzentrationen hin.

Obwohl Bicucullin und Picrotoxinin an unterschiedlichen Stellen des Rezeptorkomplexes
binden, und es sich im einen Fall um einen GABA-Antagonisten und im anderen Fall um
einen GABA-Kanal-Blocker handelt, erlaubte die Anderung der Netzwerkantwort keine
Unterscheidung der beiden Substanzen. Fiir die Dosis-Wirkungs-Beziehung ergaben sich
sowohl fiir die Burstrate als auch fiir die Spikerate nahezu identische ECsp-Werte.

Erst aus der Ko-Applikation jeweils einer Substanz mit GABA resultierten signifikant
unterschiedliche Werte fiir die Halbwirksamkeitsdosis. Der ICso-Wert fiir die Hemmung der
Burstaktivitit durch GABA erhohte sich durch die Ko-Applikation mit Picrotoxinin auf 9,43
uM. Bei einer Ko-Applikation mit Bicucullin betrug der ICso-Wert 4,77 uM. Die Messungen
zeigten somit, dass eine deutlich hohere GABA-Konzentration benotigt wurde, um den durch
Picrotoxinin erhohten Aktivitiatszustand herabzusetzen als bei Kulturen, deren Aktivitit durch
Bicucullin angehoben wurde. Durch den experimentellen Ansatz wurde eine
Konkurrenzsituation geschaffen, bei der im Fall von Bicucullin und GABA beide Substanzen
in direktem Wettbewerb um die Bindungsstellen am Rezeptor stehen. Kommt es zur Bindung
von GABA, ist die Bindungsstelle fiir Bicucullin blockiert und der Antagonist kann nicht
wirksam  werden. Durch steigende = GABA-Konzentrationen erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit der Bindung von GABA, so dass immer weniger Bicucullin an den
Rezeptor binden kann. Bei Ko-Applikation von Picrotoxinin und GABA konkurrieren die
Substanzen nicht um dieselbe Bindungsstelle, da es sich bei Picrotoxinin um einen Kanal-
Blocker handelt, der in der Kanal-Pore bindet und den Durchtritt von Chlorid-Ionen
verhindert. Diese unterschiedlichen Wirkungsmechanismen fiihrten zu einer Unterscheidung

der Substanzen im Fall einer Ko-Applikation mit GABA.

4.2.4 Temazepam und seine Glucuronide

Temazepam gehort zur Substanzklasse der Benzodiazepine, die eine grofle klinische Relevanz
zur Behandlung von Schlaflosigkeit und Angstzustinden besitzen. Vor mehr als 30 Jahren
erkannte man, dass Benzodiazepine ihren therapeutischen Effekt {iber den GABA s-Rezeptor
vermitteln (Costa et al., 1975; Haefely et al., 1975). Zahlreiche Studien beschiftigten sich
seither mit der Interaktion zwischen den Benzodiazepinen und dem GABAAj-
Rezeptorkomplex. Es wurde gezeigt, dass es sich bei Benzodiazepinen um allosterische

Modulatoren handelt, die die Hemmwirkung von GABA durch Steigerung der
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Offnungsfrequenz und Leitfihigkeit des Kanals erhohen (Eghbali et al., 1997). Dabei muss
jedoch beachtet werden, dass die Effekte von Benzodiazepinen auf den GABA s-Rezeptor von
der Zusammensetzung der Untereinheiten abhidngt (Barnard et al., 1998; Chebib & Johnston,
2000).

Das Benzodiazepin Temazepam konnte die Burstrate schon im nanomolaren
Konzentrationsbereich herabsetzen. Dabei ergab sich ein ICso-Wert von 38,50 nM, was auf
eine hohe Affinitit von Temazepam zum GABAa-Rezeptor hinweist. Die Burstdauer und
Spikeanzahl/Burst erwiesen sich nicht als sensitiv gegeniiber dem Benzodiazepin. Die
Ableitung von Ganzzellstromen durch Patch-Clamp-Messungen im Rahmen anderer Studien
an Horizontalzellen der Maus zeigte, dass das Benzodiazepin Diazepam den GABA-Strom in
einem Konzentrationsbereich von 1 bis 10 uM verstarkte, der ICso-Wert betrug 6,6 uM. Fiir
Zolpidem, das eine andere chemische Struktur als die Benzodiazepine besitzt, jedoch dhnlich
wirkt, wurde ein ICsp-Wert von 85 nM ermittelt (Feigenspan & Weiler, 2004).

Wurde Temazepam in der vorliegenden Arbeit zusammen mit einer GABA-Dosis von 500
nM, die die Burstaktivitit alleine lediglich um etwa 10 % herabsetzte, appliziert, so konnte die
hemmende Wirkung des Benzodiazepins auf die Burstrate deutlich verstirkt werden. Aus
diesem experimentellen Ansatz resultierte ein ICsp-Wert von 16,85 nM, womit die
Halbwirksamkeitsdosis von Temazepam um das etwa 2,5-fache erniedrigt werden konnte.
Diese Beobachtung kann nicht allein auf den hemmenden Effekt des zugefiigten GABAs
zuriickgefiihrt werden. Hierin zeigt sich vielmehr, dass die endogene GABA-Verfiigbarkeit
im zelluldaren System zu gering war, um den Effekt von Temazepam ginzlich deutlich werden
zu lassen. In anderen Studien wurde nachgewiesen, dass die extrazellulire GABA-
Konzentration im ZNS etwa 0,8-2,9 uM betrigt (Lerma et al., 1986; Tossman et al., 1986).
Da eine 0,5 uM GABA-Dosis den Temazepameffekt um das 2,5-fache verstirken konnte, ist
zu vermuten, dass die GABA-Konzentration im Zellkultursystem unter diesem Wert lag. Dies
ist wahrscheinlich auch durch den vollstindigen Austausch des Mediums vor den Messungen

bedingt, wodurch extrazellulédr vorliegendes GABA ausgewaschen wurde.

Der korpereigene Abbau der Benzodiazepine verlduft hdufig in mehreren Schritten. Die
meisten dieser Pharmaka werden zundchst im so genannten Phase-I-Metabolismus in
ebenfalls pharmakologisch aktive Metabolite umgewandelt, bevor diese im Phase-II-
Metabolismus durch eine Glucuronidierung in einen wasserloslichen Zustand iiberfiihrt und
renal ausgeschieden werden (Lader, 1987). Es wird allgemein angenommen, dass diese
Abbauprodukte der Benzodiazepine, die so genannten Glucuronide, nicht mehr neuroaktiv
sind (Baldacci & Thormann, 2006). Eine experimentelle Bestidtigung dieser Annahme steht
jedoch aus. Wie in der Vergangenheit am Beispiel des Morphins gezeigt wurde, konnen

Glucuronide durchaus eine hohe pharmakologische Wirksamkeit besitzen (Osborne et al.,
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1990), so dass eine experimentelle Uberpriifung der Neuroaktivitit der Benzodiazepin-
Glucuronide eine Notwendigkeit darstellt.

Da pharmakologischen Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten, dass die Netzwerkaktivitit
kortikaler Kulturen auf Multielektrodenarrays durch am GABA-Rezeptor bindende
Substanzen sensitiv modifiziert werden konnte, wurde das System zur Uberpriifung der
pharmakologischen Wirksamkeit der Glucuronide von Temazepam eingesetzt. Die Versuche
ergaben, dass sowohl das R- als auch das S-Glucuronid keinen inhibitorischen Effekt auf die
Netzwerkaktivitdt ausiibten. Aufgrund dieses Ergebnisses kann angenommen werden, dass
diese Substanzen pharmakologisch nicht wirksam sind, was fiir die medizinische Anwendung

der Benzodiazepine von grofler Bedeutung ist.

Durch den Einsatz mehrerer am GABAs-Rezeptor bindender Substanzen zeigte sich, dass
sich die auf zelluldrer Ebene bekannten Wirkungen der Pharmaka auf den Rezeptorkomplex
auch in einer entsprechenden Modifikation der Netzwerkantwort ausdriickten. In
Ubereinstimmung mit anderen Studien (Morefield et al., 2000; Keefer et al., 2001; Gopal &
Gross, 2004) machen die Ergebnisse deutlich, dass neuronale Netzwerke sensitiv und
reproduzierbar auf pharmakologisch aktive Substanzen in der Umgebung reagieren. Die
Modifikation der Netzwerkantwort erlaubt dabei neben einer qualitativen Aussage beziiglich
der Substanz auch eine Aussage iiber die vorliegende Konzentration.

Will man genauere Aussagen iiber die Anzahl der am Rezeptor bindenden Molekiile des
Liganden bzw. iiber die Affinitidt von Ligand und Rezeptor treffen, so konnen extrazellulire
Messungen nur Hinweise geben. Fiir genauere Untersuchungen diesbeziiglich ist jedoch die
Messung direkter Strome am Rezeptorkanal bzw. Experimente mit radioaktiv markierten

Liganden erforderlich.

4.3 Strukturierte neuronale Netzwerke

4.3.1 Zellwachstum auf strukturierten Oberflachen

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Zelldichte neuronaler Netzwerke so weit wie moglich zu
reduzieren, um die elektrische Aktivitdt von einem moglichst iiberschaubaren Zellverband
ableiten zu konnen. Da die Zelladhidsion und das Auswachsen der Neurite auf ganzflachig
beschichteten Substraten zufillig erfolgt, ist die Wahrscheinlichkeit der Adhision auf den
Elektroden bei einer geringen Zelldichte deutlich herabgesetzt.

Diesem Problem sollte mit einer strukturierten Substratbeschichtung, die eine geometrische

Kontrolle iiber die Zelladhédsion und das Auswachsen der Neurone erlaubt, begegnet werden.
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Durch das Schaffen von Substratregionen, welche die Zelladhision und das Zellwachstum
begiinstigen, kann man Einfluss auf die Lokalisation und das Wachstum der Zellen ausiiben.
Auf diese Weise konnen die Zellen unmittelbar zu den Elektroden der Multielektrodenarrays
dirigiert und in moglichst nahen Kontakt zu den Ableitungsorten gebracht werden, wodurch
die Qualitidt der abgeleiteten Signale deutlich verbessert werden kann. Weiterhin kann das
Auswachsen der Neurite bei einer strukturierten Substratoberfliche durch vorgegebene Pfade
kontrolliert werden und die Zellen gezielt miteinander in Kontakt gebracht werden. Zwar
kann eine solche Strukturierung des Zellwachstums im zweidimensionalen Zellkultursystem
nicht das geometrisch stark kontrollierte neuronale Wachstum in vivo nachahmen, jedoch
bietet es die Moglichkeit, die beschriebenen Prozesse bis zu einem gewissen Grad zu
kontrollieren.

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl verschiedener Methoden entwickelt, die ein
Zellpatterning erlauben (Ubersicht in: Jung et al., 2001, Falconnet et al., 2006). Fiir diese
Arbeit wurde die Methode des Mikrokontaktstempelns benutzt, um den Adhisionspromotor
Poly-D-Lysin in den gewiinschten Strukturen auf die Substratoberfliche aufzubringen. Diese
Methode bietet eine einfach zu handhabende und kostengiinstige Moglichkeit der
Oberfldachenstrukturierung von Substraten.

Um die aufgestempelten Adhésionsproteine kovalent an Glasoberflachen zu binden, wurden
die Substrate in fritheren Arbeiten chemisch vorbehandelt (Wheeler et al., 1999; Branch et al.,
2000; Scholl et al., 2000; Branch et al., 2001, Chang et al., 2003; Nam et al., 2004). Da
Multielektrodenarrays jedoch heterogene Substrate sind, sieht man sich hier Problemen
gegeniibergestellt, und es existieren bislang nur wenig erfolgreiche Versuche ein strukturiertes
Zellwachstum auf diesen Oberflichen zu realisieren. Beispielsweise wurde die Isolierung der
Multielektrodenarrays mit Gold beschichtet, um daran ein Alkanthiol zu koppeln, welches die
Bindung des aufgestempelten Poly-D-Lysins erlaubt (Nam et al., 2004). Auf diese Weise
kann jedoch ein Zellwachstum lediglich in Nihe der Elektroden erreicht werden, wodurch
erfolgreiche Ableitungen nur eingeschrinkt moglich sind. Ein anderer Ansatz bestand darin,
das Adhisionspeptid PA22-2 mittels Silanchemie an die Glasoberfliche eines Feldeffekt-
transistors zu binden (Scholl et al., 2000). Bei dieser Studie wurden jedoch keine
erfolgreichen Ableitungen gezeigt.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein strukturiertes Zellwachstum ohne aufwendige
Oberflichenbehandlung realisiert werden, indem der Adhésionspromotor Poly-D-Lysin
(PDL) mit Hilfe der Methode des Mikrokontaktstempelns im gewiinschten Muster direkt auf
die Substratoberfliche aufgebracht wurde. Auf diese Weise kann die Polyaminosédure zwar
nicht kovalent gebunden werden, jedoch ist die Anbindung des positiven Polylysingeriistes
tiber elektrostatische Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Glas- oder Silizium-

nitridoberfldche ausreichend, um eine stabile Anbindung zu gewihrleisten. Die Zelladhdsion
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wird bei dem polykationischen PDL nicht iiber spezifische Rezeptor-Liganden-Bindungen
vermittelt, sondern iiber elektrostatische Wechselwirkungen.

Die Stabilitdt der Anbindung des PDL an das Substrat, sowie der Zellen an das PDL zeigte
sich darin, dass die Kulturen iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen stabil an die
Substrate banden, und es nicht zum Abldsen der zelluldaren Strukturen kam.

Auf eine oft beschriebene zusitzliche Behandlung des Hintergrundes mit Polyethylenglykol
(Wheeler et al., 1999; Branch et al., 2000; Branch et al., 2001) zur Steigerung der
zellabweisenden Eigenschaften konnte verzichtet werden, da die unbehandelte Siliziumnitrid-
Oberfliche der Multielektrodenarrays oder des Glassubstrates den Zellen keine addquaten
Adhisionsbedingungen bot.

4.3.2  Optimierung der Struktur

Bisherige Versuche zum Patterning von Neuronen wurden nur mit gestreiften und
rechteckigen Mustern durchgefiihrt (Ma et al., 1998; Wheeler et al., 1999; Branch et al.,
2000; James et al., 2000; Liu et al., 2000; Chang et al., 2001; Lauer et al., 2002; Vogt et al.,
2003; 2005; Heller et al., 2005). Gestreifte Muster widersprechen der Idee eines neuronalen
Netzwerkes, da man hier zwangsldufig einzelne untereinander nicht oder nur unzureichend
verbundene Netzwerke erhélt. In einer rechteckigen Geometrie auswachsende Neurone
konnten von mehreren Gruppen realisiert werden. Bei einem solchen Muster konnen die
wachsenden Neurite entweder geradeaus wachsen oder aber einem Winkel von 90 ° folgen. In
einer anderen Studie wurde das durch einen Laserstrahl geleitete Wachstum von Axonen
untersucht (Ehrlicher et al., 2002). Dabei wurde gezeigt, dass Axone schwichere Biegungen
bevorzugen, so dass starke Spannungen vermieden werden. Demzufolge, wurden in dieser
Arbeit kreisformige und trianguldre Muster eingesetzt, die stumpfe Winkel bzw. Bogen
aufwiesen und den Neuronen erweiterte Wachstumsmoglichkeiten im Einklang mit dem
Gedanken eines stark verkniipften Netzwerkes boten.

Eingesetzt wurden die Strukturen in einer Linienbreite von 4 oder 6 um. Im Fall des Musters
aus ineinander geschlungenen Kreisen lagen die Bogen der einzelnen Kreise zu dicht
zusammen und es kam zum Uberwachsen der nicht bestempelten Zwischenrdume, so dass die
Struktur fiir beide Linienbreiten nicht zufrieden stellend befolgt wurde.

Dahingegen konnten bei einem trianguldren Muster die groeren PDL-freien Zwischenrdume
nicht von Neuriten iiberbriickt werden, und das Zellwachstum zeigte stets eine gute
Ubereinstimmung zur vorgegebenen Struktur. Die Zellen adhirierten vornehmlich an den
Knotenpunkten des Netzwerkes oder bewegten sich sekundir dorthin, und die auswachsenden

Neurite folgten den vorgegebenen Linien zuverlissig. Hier wirkte sich das triangulidre Muster
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zusitzlich positiv aus, da durch das Kreuzen dreier Linien an den Knotenpunkten eine grof3ere
PDL-Fliache und damit eine Préiferenz der Zellkorper fiir die Knotenpunkten bestand.

In fritheren Arbeiten mit rechteckigen Strukturen wurde die Fliche der Knotenpunkte erhoht,
um den Zellen eine geniigend grofle Fldche zur Adhésion zur Verfiigung zu stellen (Lauer et
al., 2002). Die besten Ergebnisse konnten dabei fiir ein rechteckiges Muster (Rechtecke: 50
um x 100 um) erzielt werden, das 4 um breite Linien und Knotenpunkte mit einem
Durchmesser von 10 um aufwies. Erhohte man die Fliche der Knotenpunkte weiter, so kam
es zu einem Uberwachsen der vorgegebenen Struktur. Bei der Verwendung eines Musters der
Linienbreite 6 um konnte eine geringere Priferenz fiir eine Adhéision an den Knotenpunkten
gefunden werden.

Diese Beobachtung konnte bei der Verwendung des trianguldren Musters in dieser Arbeit
nicht bestitigt werden. Die Mehrheit der Somata befand sich auch unter Verwendung einer
Struktur der Linienbreite 6 pm an den Knotenpunkten des Netzwerkes, was eine notwendige
Voraussetzung fiir erfolgreiche extrazelluldre Ableitungen mittels Multielektrodenarrays ist.
Eine trianguldre Struktur mit einer geringeren Linienbreite von 4 um erfiillte, wie die
immunzytochemischen Untersuchungen und extrazelluldren Ableitungen zeigten, nicht die

Anforderungen und fiihrte nicht zu erfolgreichen Ableitungen (s. Kap. 4.3.3, 4.3.4).

4.3.3  Strukturelle und morphologische Eigenschaften strukturierter neurona-

ler Netzwerke

Eine genauere Betrachtung der strukturellen und morphologischen Eigenschaften
strukturierter neuronaler Netzwerke erfolgte durch eine Antikdrpermarkierung verschiedener
zellularer Proteine. Es musste sichergestellt werden, dass eine strukturierte
Substratbeschichtung sich nicht nachteilig auf das Wachstum der Neurone, sowie die
Synaptogenese auswirkte, und die Netzwerke hinsichtlich wichtiger morphologischer und
struktureller Merkmale den unstrukturierten gleichzustellen sind.

Im Vergleich zu den auf homogenen Substratoberflachen auswachsenden Netzwerken einer
geringen Zelldichte war die Anzahl der besiedelten Elektroden bei den strukturierten
Netzwerken um circa das Dreifache hoher. Dies entsprach auch der Anzahl an Elektroden,
von denen elektrische Aktivitit abgeleitet werden konnte (s. Abb. 3.25 A, 3.29).

Da Gliazellen eine bedeutende Rolle fiir die Ausbildung und Funktionalitit von Synapsen
spielen (Ullian et al., 2001; Pfrieger, 2002; Freeman, 2006), ist die Anwesenheit dieser Zellen
in Kultur eine notwendige Voraussetzung fiir die Ausbildung eines funktionalen Netzwerkes.
Wihrend in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung eines Musters der Linienbreite 4 um
nur wenige Astrozyten gefunden werden konnten, war der Anteil bei einer Linienbreite von 6
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um deutlich hoher. Ein Grund fiir die weitgehend erfolglosen Ableitungen von Netzwerken
der Linienbreite 4 um diirfte unter anderem auf das geringe Astrozytenvorkommen in diesen
Kulturen zuriickzufiihren sein. Diese Ergebnisse zeigen, dass neuronale Netzwerke der
Linienbreite 4 um die Anforderungen, die an den Biosensor gestellt werden miissen, nicht
erfiilllen. Pfrieger und Barres (1997) konnten zeigen, dass in Kulturen retinaler Ganglienzellen
bei Abwesenheit von Gliazellen die Frequenz und Amplitude spontaner exzitatorischer
postsynaptischer Potenziale (EPSP) stark absank. Weiterhin waren die in gliazellhaltigen
Kulturen spontan auftretenden Burst-Ereignisse nicht mehr zu beobachten. In einer anderen
Studie wurde demonstriert, dass in Kulturen retinaler Ganglienzellen die Anzahl reifer
Synapsen bei Anwesenheit von Astrozyten um das Siebenfache erhoht war. Weiterhin
belegten Patch-Clamp-Messungen, dass die spontane synaptische Aktivitidt durch eine Ko-
Kultivierung der Ganglienzellen mit Astrozyten deutlich gesteigert werden konnte (Ullian et
al., 2001).

Obwohl eine notwendige Voraussetzung, birgt die Anwesenheit von Gliazellen in den
Kulturen die Gefahr, dass diese Zellen sich fldchig auf den Elektroden ausbreiten und die
Detektion neuronaler Signale somit verhindern. Bei einer ganzflichigen Substratbeschichtung
zeichnen sich Astrozyten durch eine fliachige Morphologie des Perikaryons aus. Das
Wachstum der Astrozyten auf den strukturierten Substraten hingegen war, aufgrund der nur
eingeschriankt zur Verfiigung stehenden PDL-Fliche, durch eine sehr schlanke Morphologie
dieses Gliazellentyps charakterisiert. Die Elektroden wurden nicht von den Gliazellen
abgedeckt.

Die Untersuchungen der Synapsendichte stehen im Einklang mit fritheren Untersuchungen, in
denen gezeigt werden konnte, dass ein strukturiertes Zellwachstum bei Verwendung des
Adhiésionspromotors DETA (trimethoxysilylpropyl-diethylenetriamine) sich nicht nachteilig
auf die Synaptogenese auswirkt (Ma et al., 1998; Liu et al., 2000). Die Zelladhdsion und das
Zellwachstum auf diesem Substrat ist vergleichbar zu PDL-beschichteten Oberflachen (Ma et
al., 1998).

Neben der Bestimmung der Synapsendichte durch immunzytochemische Detektion
synaptischer Proteine, wurden die Netzwerke unter Verwendung der Patch-Clamp-Technik im
Rahmen dieser Untersuchungen auch elektrophysiologisch charakterisiert. Dabei zeigte sich,
dass die in Struktur wachsenden Neurone funktionale chemische Synapsen ausbilden und in
ihren physiologischen Eigenschaften den auf homogen beschichteten Substraten kultivierten
Zellen gleichzusetzen sind (Liu et al., 2000; Vogt et al., 2003). Es konnten sowohl
GABAerge als auch glutamaterge Synapsen identifiziert werden (Liu et al., 2000; Wyart et
al., 2001). Diese Untersuchungen betrachteten die Synapsendichte lediglich fiir den Zeitraum
von bis zu hochstens 14 Tagen.
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Da dieser Entwicklungszeitpunkt in der vorliegenden Arbeit jedoch einem noch nicht reifen
Netzwerk entsprach, wurde die Synapsendichte iiber einen Zeitraum von drei Wochen
untersucht. Es sollte gezeigt werden, zu welchem Zeitpunkt die Synapsenanzahl pro Neuron
stabil blieb, um daraus Riickschliisse iiber den Zeitpunkt der Ausbildung eines reifen
Netzwerkes ziehen zu konnen. Dabei konnte zum einen dargelegt werden, dass sich fiir 7, 14
und 21 Tage in vitro zu unstrukturierten Netzwerken vergleichbare Werte ergaben und das
strukturierte Zellwachstum sich folglich nicht nachteilig auf die Synaptogenese auswirkte.
Zum anderen zeigten die Untersuchungen, dass die Synaspendichte nach 7 Tagen in vitro
relativ gering war und in der zweiten Kulturwoche um das etwa Dreifache anstieg, um dann
stabil zu bleiben. Dies weist darauf hin, dass in der dritten Woche in vitro lediglich eine
synaptische Konsolidierung erfolgte. In einer anderen Studie zur Untersuchung der
morphogenetischen Eigenschaften kortikaler Neurone auf ganzflichig beschichteten
Substraten zeigte sich hingegen, dass die Synapsendichte bis zum Ende der dritten Woche in
vitro ansteigt (De Lima & Voigt, 1997a). Diese unterschiedlichen Befunde sind eventuell auf
die héheren Zelldichten von bis zu 1500 Zellen/mm? in dieser Studie und auf die Verwendung
eines anderen Mediums (Dulbecco’s modified Eagle medium), sowie jlingerer Tiere
(Entnahme der Embryonen am 16. Trichtigkeitstag) zuriickzufiihren.

Untersuchungen zum Zellwachstum machten deutlich, dass der Anteil des Neurofilaments bei
strukturierten und unstrukturierten Netzwerken vergleichbar war. Nach 14 Tagen in vitro
konnte sogar fiir die strukturierten Netzwerke ein etwas hoherer Neurofilamentanteil ermittelt
werden, was darauf hindeutet, dass das Zellwachstum durch die vorgegebene Geometrie auf
bestempelten Substraten effizienter erfolgte.

Die Befunde bewiesen, dass das Wachstum der Neurone durch die strukturierte
Substratbeschichtung nicht eingeschrinkt wurde. Die quantitativen Untersuchungen in dieser
Arbeit zeigten dariiber hinaus, dass es auch in der dritten Woche in vitro noch zu einem
starken axonalen Wachstum kam.

Das Wachstum kortikaler Neurone in Kultur wurde von De Lima et al. auf ganzflichig
beschichteten Substraten bis zu einem Zeitpunkt von 16 Tagen in vitro untersucht, um die
Differenzierung der Neurite in Dendriten und Axone genauer zu betrachten (De Lima &
Voigt, 1997a). Dabei konnte durch immunzytochemische Detektion eines phosphorylierten
Epitops des Neurofilaments gezeigt werden, dass die axonale Dichte kortikaler Neurone
besonders in den ersten 8 Tagen in Kultur drastisch anstieg. Dies ist neben den
Untersuchungen zur Synapsendichte ein Hinweis darauf, dass die Reifung des Netzwerkes in
dieser Studie aufgrund der beschriebenen hoheren Zelldichten und abweichenden
Kulturbedingungen schneller erfolgte als bei den in der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Zellkulturen.
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4.3.4 Extrazellulire Ableitungen der elektrischen Aktivitdat strukturierter

neuronaler Netzwerke

Bisher wurden die elektrischen Eigenschaften strukturierter neuronaler Netzwerke
hauptsédchlich unter Verwendung der Patch-Clamp-Technik untersucht (Liu et al., 2000;
Lauer et al., 2001; Vogt et al., 2003; Heller et al., 2005).

Ableitungen von strukturierten neuronalen Netzwerken auf Multielektrodenarrays konnten
hingegen kaum verwirklicht werden. So wurde bisher nur ein Beispiel fiir eine extrazellulére
Ableitung von einem aus Linien bestehenden strukturierten Netzwerk (Nam et al., 2004)
beschrieben.

Dies ist zum einen darauf zuriickzufiihren, dass bei Multielektrodenarrays heterogene
Substratoberflichen vorliegen, wodurch das Patterning erschwert wird. Zum anderen miissen
die Zellen prizise zu den Elektroden der MEAs dirigiert werden, um Potenziale moglichst
erfolgreich ableiten zu konnen. Dies ist darin begriindet, dass das Signal-Rausch-Verhéltnis
mit einem zunehmend engen Kontakt zwischen Elektrode und Zellmemban zunimmt. Die
Qualitédt der abgeleiteten Signale wird dann optimal, wenn die Zelle direkt auf der Elektrode
platziert ist und diese vollstindig abdeckt (Jung et al., 2001).

Die Geometrie der trianguldren Struktur wurde so auf die Anordnung der Elektroden
abgestimmt, dass die Elektroden immer mit den Knotenpunkten des Musters zusammentrafen.
Da die Knotenpunkte aufgrund der groBeren PDL-Flache die bevorzugten Orte der
Zelladhision darstellen, wurde gewihrleistet, dass die Somata direkt auf den Ableitungsorten
lokalisiert waren.

In dieser Arbeit wurde mit Multielektrodenarrays gearbeitet, bei denen der Durchmesser der
Elektroden 30 um betrug. Da die neuronalen Somata einen Durchmesser von 10 bis 20 pm
aufweisen, wurden immer mehrere Zellen benotigt, um eine Elektrode weitestgehend
abzudecken. Begegnet man diesem Problem durch die Verwendung kleinerer Elektroden,
deren Durchmesser ungefiahr dem eines neuronalen Somas entspricht, so wird die Impedanz
erhoht, woraus ein ungiinstigeres Signal-Rausch-Verhiltnis resultiert, und die Signaldetektion
erschwert bzw. unmoglich wird.

Durch die Adhésion mehrerer Zellen auf einer Elektrode besteht bei den Messungen evtl. das
Problem, dass die von verschiedenen Neuronen generierten Signale von einer Elektrode
verzeichnet werden. Fiir eine iiber diese Arbeit hinausgehende detailliertere Analyse der
Netzwerkaktivitit kann die Methode des Spike-Sorting angewendet werden (Letelier &
Weber, 2000; Takahashi & Sakurai, 2005). Dabei werden die von einer Elektrode detektierten
Spikes aufgrund der Abhidngigkeit der Spikeform von der Zellmorphologie und relativen

Position des Neurons zur Elektrode verschiedenen Neuronen zugeordnet.
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Aufgrund eines strukturierten Zellwachstums gelang es im Vergleich zu unstrukturierten
Netzwerken einer geringen Zelldichte, die Anzahl der Elektroden, die Spikes detektierten, um
etwa das Dreifache zu erhohen. Durchschnittlich konnte unter Anwendung eines
Zellpatternings bei einer Zelldichte von etwa 200 Zellen/mm” von etwa der Hilfte der
Elektroden Signale erfasst werden.

Weiterhin konnten auch bei diesen Kulturen ab einem Zeitpunkt von etwa 14 Tagen in vitro
von mehreren Elektroden gleichzeitig Bursts abgeleitet werden. Nach etwa 3 Wochen in vitro
traten die Burstereigisse in regelmiBigen Abstinden von etwa 20 s auf und wiesen eine Dauer
von etwa 100 bis 150 ms, sowie eine Spikefrequenz von etwa 150 Hz auf. Damit ist die Dauer
und Spikefrequenz der von strukturierten Netzwerken abgeleiteten Bursts etwas niedriger als
die der unstrukturierten Netzwerke einer hohen Zelldichte. Diese Beobachtung ist
wahrscheinlich durch die geringere Zelldichte der strukturierten Netzwerke bedingt, aufgrund
derer die Elektroden von einer geringeren Zellanzahl Signale detektieren. Die Burstrate im
nativen Zustand war vergleichbar zu der unstrukturierter Netzwerke einer hohen Zelldichte.
Zellkulturen einer geringen Dichte, die auf einer homogenen Substratbeschichtung
ausgewachsen waren, zeigten hingegen keine synchrone Burstaktivitit. Weiterhin konnten bei
strukturierten Netzwerken einer geringeren Linienbreite von 4 um nur vereinzelte Spikes und
keine Bursts detektiert werden. Dies spricht auf der einen Seite dafiir, dass durch ein
Zellpatterning ein stidrker verkniipftes Netzwerk realisiert werden konnte, bei dem
hochfrequente synaptische Inputs sicher weitergeleitet werden und sich iiber das gesamte
Netzwerk ausbreiten konnen. Auf der anderen Seite deutet das Fehlen von Bursts bei
Netzwerken mit 4 um breiten Linien darauf hin, dass die Funktionalitit des Netzwerkes
eingeschrinkt ist. Zum einen ist vermutlich eine gewisse Mindestzelldichte notwendig, um
zuverldssige Signaldetektionen zu gewihrleisten. Es ist zu vermuten, dass aufgrund der
geringeren PDL-Flidche nicht geniigend Zellen adhérieren und auswachsen konnten, so dass
die Mindestzelldichte unterschritten wurde. Weiterhin besteht ein offensichtlicher
Zusammenhang zwischen der fehlenden Burstaktivitdt und der geringen Astrozytendichte bei
Netzwerken einer Linienbreite von 4 um. Wie bereits erwihnt, spielen Astrozyten eine
wichtige Rolle fiir die Synaptogenese (Ullian et al., 2001; Pfrieger, 2002) und konnen
weiterhin durch die Freisetzung von ATP und Glutamat neuronale Aktivitdt stimulieren,
sowie synchronisieren (Angulo et al., 2004; Fellin et al., 2004). Ein wichtiger Grund fiir die
deutlich eingeschrinkte Funktionalitit dieser Netzwerke ist sicher in der geringen Astrozyten-

dichte der Kulturen zu sehen.
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4.3.5 Sensitivitit strukturierter neuronaler Netzwerke gegeniiber neuroaktiven

Substanzen

Intrazelluldre Ableitungen offenbarten, dass funktionale chemische Synapsen auch in
strukturierten Netzwerken ausgebildet werden, und dariiber hinaus auch die physiologischen
Eigenschaften der Neurone keine offensichtlichen Einschrankungen erfahren (Ma et al., 1998;
Liu et al., 2000; Vogt et al., 2003).

Allerdings wurde bisher nicht untersucht, ob die Netzwerke ebenfalls sensitiv auf neuroaktive
Substanzen reagieren, und sich dies in einer pharmakologisch nachvollziehbaren Modifikation
der Netzwerkaktivitdt dufert. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit die Verdnderungen
der Spike- und Burstrate durch GABA als GABAa-Rezeptor-Agonist und Bicucullin als
Antagonist betrachtet.

In Ubereinstimmung mit den Versuchen an unstrukturierten Netzwerken einer hohen
Zelldichte zeigten auch die strukturierten Netzwerken eine dosisabhingige Reduktion der
Burst- und Spikerate mit steigenden GABA-Konzentrationen. Wihrend die ICso-Werte
beziiglich der Burstrate fiir beide Netzwerktypen nahezu identisch waren (strukturierte
Netzwerke: ICsp = 1,63 uM; unstrukturierte Netzwerke: ICsop = 1,43 uM), zeigte die Spikerate
im Fall der strukturierten Netzwerke eine hohere Sensitivitit (strukturierte Netzwerke: ICso =
1,81 uM; unstrukturierte Netzwerke: ICso = 3,60 uM). Diese hohere Sensitivitit der Spikerate
konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die Elektroden bedingt durch die geringere Zellzahl
von weniger Zellen elektrische Aktivitit registrierten als im Fall der unstrukturierten
Netzwerke einer hohen Zelldichte. Ein weiterer Hinweis hierauf findet sich in der nicht
ansteigenden Burstldnge und Spikeanzahl/Burst im Fall der strukturierten Netzwerke.

Die Applikation des GABA-Antagonisten Bicucullin fiihrte auch bei den unstrukturierten
Netzwerken zu einer Disinhibition der Netzwerkaktivitit, was sich in einem dosishabhéngigen
Anstieg synchronisierter Burst-Ereignisse duflerte. Dabei stimmte die Halbwirksamkeitsdosis
beziiglich der Burstrate als Messparameter gut mit der unstrukturierter Netzwerke iiberein
(strukturierte Netzwerke: ECsop = 0,77 uM; unstrukturierte Netzwerke: ECsy = 0,80 uM).
Jedoch war der Hill-Koeffizient der Dosis-Wirkungs-Kurve etwas geringer (strukturierte
Netzwerke: ng = 1,37; unstrukturierte Netzwerke: ng = 2,09). Weiterhin ergab sich im
Gegensatz zu den unstrukturierten Netzwerken keine Verdnderung der Burstdauer und
Spikeanzahl/Burst mit steigenden Bicucullinkonzentrationen.

Neben dieser Beobachtung wurde fiir die Spikerate auch im Fall von Bicucullin eine hohere
Sensitivitit bei strukturierten Netzwerken gefunden (strukturierte Netzwerke: ECsy = 0,86
uM; unstrukturierte Netzwerke: ECso = 2,01 uM). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass
aufgrund der geringeren Zellanzahl strukturierter Netzwerke die Sensitivitit des Systems
beziiglich neuroaktiver Substanzen gesteigert werden konnte.
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All diese Ergebnisse zeigen, dass die Netzwerkaktivitdt strukturierter Netzwerke durch
neuroaktive Substanzen eine sinnvolle Modifikation erfuhr und in ihren physiologischen
Eigenschaften mit unstrukturierten Netzwerken gleichzusetzen sind. Die geringere Zellzahl
kombiniert mit einer kontrollierten Geometrie des neuronalen Netzwerkes wirkte sich positiv

auf die Sensitivitit der Messparameter, insbesondere der Spikerate aus.

4.4  Die Tauglichkeit kortikaler Netzwerke auf Multielektroden-

arrays als zellbasierter Biosensor

Eine dieser Arbeit zugrunde liegende Fragestellung ist die Tauglichkeit der neuronalen
Netzwerke auf Multielektrodenarrays als ein zellbasiertes Biosensorsystem. Kommerzielle
Anforderungen an ein Biosensorsystem sind in erster Linie eine einfache Handhabung, ein
geringer Kostenaufwand, ein schneller Zugriff auf die Ergebnisse, sowie eine hohe
Zuverlissigkeit und Sensitivitit in Bezug auf ein breites Substanzspektrum.

Von Seiten der pharmazeutischen Industrie besteht der Bedarf des Substanzscreenings, sei es
um die Nebenwirkungen von Substanzen auf das zentrale Nervensystem zu untersuchen oder
die Effekte neuer Medikamente zur Behandlung neuronaler Krankheiten zu analysieren.
Beispielsweise werden elektrophysiologische Methoden benétigt, die die Modulation von
Ionenstromen durch pharmakologisch aktive Substanzen erfassen konnen (Stett et al., 2003),
da viele Krankheiten auf der Dysfunktion von lonenkanilen beruhen (Lehmann-Horn &
Jurkat-Rott, 1999).

Weiterhin besteht der Wunsch, zellbasierte Biosensoren in einem portablen System
einzusetzen, um in die Umwelt gelangte Neurotoxine zu detektieren (Rogers, 1995; Pancrazio
et al., 2003; O’Shaughnessy et al., 2004; Renhak, 2005). Dabei konnen sie nicht nur einen
Hinweis auf die generelle physiologische Wirksamkeit einer eventuell unbekannten Substanz
liefern, sondern auch deren Funktionalitit ndher spezifizieren.

Die in einem zweidimensionalen System kultivierten kortikalen Netzwerke stellen ein im
Vergleich zu den Strukturen in vivo leichter zugingliches, vereinfachtes System dar, das
jedoch den Zellbestand und die Rezeptorausstattung des urspriinglichen Gewebes weiter
repriasentiert. Dabei erlaubt die Modifikation des spontan generierten Aktivitdtsmusters
Riickschliisse auf die Effekte und den wirksamen Konzentrationsbereich eines breiten
Substanzspektrums unter definierten experimentellen Bedingungen.

Um die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Messungen zu gewdhrleisten, ist jedoch
eine moglichst standardisierte Zellpriparation und Zellkultivierung der priméren Zellen eine
notwendige Voraussetzung. Weiterhin ist anzumerken, dass aufgrund der Verwendung

dissoziierter Kulturen als zelluldres System zunidchst die Reorganisation des Netzwerkes
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erfolgen muss und den Kulturen ein Zeitraum von etwa 3 Wochen nach der Préparation zu
gewihren ist, bevor sie fiir Experimente eingesetzt werden konnen. Diesem zeitlichen Vorlauf
kann man jedoch durch eine entsprechende Planung und fortlaufende Priparation begegnen,
um Wartezeiten zu vermeiden. Da bei dem beschriebenen System primére Zellen zum Einsatz
kommen, muss das Zellmaterial embryonalen Ratten entnommen werden. Durch die
Verwendung eines Gehirns konnen jedoch ungefihr 50 Multielektrodenarrays belegt werden,
wodurch eine Vielzahl von Experimenten ermdoglicht und der Bedarf und Kosten an Tieren im
Vergleich zu Untersuchungen in vivo deutlich eingeschréankt wird.

Denkbar ist die Verwendung neuronaler Zelllinien anstelle der primédren Zellen. Zelllinien
sind aber aufgrund der eingeschrinkten Synapsenbildung und Ionenkanalausstattung meist
nicht fiir einen Einsatz als zellulire Komponente eines Biosensorsystems geeignet, welches
auf ein breites Substanzspektrum ausgerichtet ist (Pancrazio et al., 1999; Stenger et al., 2001;
Gortz et al., 2004). Eine Alternative zur Verwendung primérer Zellen stellen jedoch
kryokonservierte Neurone dar, die positiv auf ihre strukturellen und elektrophysiologischen
Eigenschaften untersucht wurden (Otto et al., 2003).

Will man nicht den generellen Effekt einer Substanz auf ein neuronales Netzwerk erfassen,
sondern gezielt die Modulation von Ionenstromen durch einen bestimmten Ilonenkanal
messen, so eréffnen Methoden wie automatisierte Patch-Clamp-Messungen neue Perspektiven
hinsichtlich des Substanzscreenings (Stett et al., 2003; Brueggemann et al., 2004). Dabei
miissen jedoch Zelllinien zum Einsatz kommen, welche den entsprechenden lonenkanal
iberexprimieren, was einen gewissen experimentellen Aufwand in der Vorbereitung des
Zellmaterials erfordert.

Weiterhin konnen kiinstliche Membranen geschaffen werden, die eine Matrix fiir die
Einlagerung funktionaler Membranproteine, wie z.B. Ionenkanile, darstellen. Der Ionenstrom
durch die Kandle wird dabei iiber ein elektrochemisches Signal detektiert (Minami et al.,
1991; Sackmann, 1996; Terrettaz et al., 2003; Vockenroth et al., 2005). Allerdings ist dies
bisher nur fiir wenige Ionenkanile gelungen.

Die Verwendung primérer neuronaler Zellen auf Multielektrodenarrays erlaubt zwar nicht die
unmittelbare Messung von Stromen durch die Zellmembran, jedoch resultiert die
Modifikation der Netzwerkaktivitit aus der Summation der Substanzeinwirkung an einer
Vielzahl von Rezeptoren und ist somit unter Umsténden sogar sensitiver als die Untersuchung
der Substanzeffekte an einzelnen Zellen durch intrazelluldre Messungen. Besonders bei
Betrachtung der synchronisierten Bursts kortikaler Netzwerke wird durch die Vernetzung der
einzelnen Zellen eine Verstirkung bewirkt. Somit konnte insbesondere die Burstaktivitit auf
Netzwerkebene sehr sensitiv durch neuroaktive Substanzen modifiziert werden und schon in
niedrigen Konzentrationsbereichen auf einen Effekt der Testsubstanz hindeuten, lange bevor

die Zellen irreversibel geschidigt wird. Die kortikalen Kulturen erwiesen sich in diesem
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Zusammenhang als ein duflerst robustes Zellsystem, da die Substanzeffekte vollstindig
reversibel waren, und die Kulturen auch fiir mehrere Messreihen eingesetzt werden konnten.
Lediglich beim Einsatz von Bicucullin und Picrotoxinin in einer Dosis hoher als 10 uM
erfuhren die Kulturen Schidigungen und konnten nicht mehr weiter verwendet werden.

Ein weiterer groler Vorteil des Systems ist die einfache Handhabung im Vergleich zu
Methoden der intrazelluldren Signalableitung, so dass eine Anwendung auch durch weniger
erfahrene Personen moglich ist. Des Weiteren konnen aufgrund der nicht-invasiven
Messungen Kulturen iiber einen Zeitraum von Wochen oder gar Monaten fiir Experimente
herangezogen werden. Somit erlaubt das System nicht nur eine Betrachtung der akuten
Substanzeffekte, sondern auch die Untersuchungen chronischer Auswirkungen auf
Veridnderungen der Netzwerkaktivitit.

Auch in anderen Studien konnten neuronale Netzwerke auf Multielektrodenarrays erfolgreich
zur Detektion neuroaktiver Substanzen eingesetzt werden (Gross & Rhoades, 1995; Morefield
et al., 2000; Keefer et al., 2001; Chiappalone et al., 2003; O’Shaughnessy et al., 2003; Xia et
al., 2003; Gopal & Gross, 2004; Martinoia et al., 2005a; 2005b). In der vorliegenden Arbeit
jedoch wurde erstmals der Einfluss auf die Netzwerkaktivitidt durch ein breites Spektrum am
GABA-Rezeptor bindender Substanzen getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass das
System dosisabhidngig und durch die optimierten Kulturbedingungen sowie Analyseverfahren
im Vergleich zu den anderen extrazelluliren Studien sensitiver und verlédsslicher auf
neuroaktive Substanzen reagierte. Bei allen eingesetzten Pharmaka wurde die
Netzwerkaktivitdt entsprechend der bekannten Wirkungen auf zellulirer Ebene im
mikromolaren oder sogar nanomolaren Konzentrationsbereich moduliert. Dabei konnte das
System nicht nur eine qualitative Aussage iiber die applizierte Substanz liefern, sondern auch
eine quantitative, wobei die Burstrate fiir die Ableitungen auf Netzwerkebene als der
sensitivste Messparameter bei der Verwendung der kortikalen Kulturen herausgestellt werden
konnte. Von grofler Bedeutung war in diesem Zusammenhang die Wahl einer geeigneten
Analysesoftware, die auf das System und die zu extrahierenden Parameter optimiert war.
Beim Einsatz eines solchen Systems als Biosensor konnte die Verldsslichkeit bei der
Identifizierung und Diskriminierung verschiedener Substanzen dariiber hinaus durch die
Verwendung von Merkmalskombinationen weiter gesteigert werden.

Fiir strukturierte Netzwerke ergab sich einerseits fiir die Burstrate eine zu unstrukturierten
Netzwerken einer hohen Zelldichte vergleichbare Sensitivitidt. Andererseits konnte die
Sensitivitidt der Spikerate durch ein strukturiertes Zellwachstum deutlich gesteigert werden,
was vermutlich durch die geringere Zellanzahl bedingt ist. Bei einer Verwendung des Systems
als zellbasierter Biosensor fiir kommerzielle Zwecke ist jedoch ein unstrukturiertes Netzwerk

aufgrund des geringeren Arbeitsaufwandes bei der Substratvorbehandlung vorzuziehen.
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Die in dieser Arbeit angestellten Untersuchungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass
kortikale neuronale Netzwerke auf MEAs ein einfach zu handhabendes, sensitives System
zum Pre-Screening fiir ein breites Substanzspektrum darstellen, das wertvolle und schnell
verfiigbare Hinweise auf die Wirksamkeit der zu testenden Substanzen in einem funktionalen,
robusten neuronalen Netzwerk liefern kann. Das Messsystem erlaubt dabei nicht nur eine
Aussage iiber die generelle Neuroaktivitit einer Testsubstanz, sondern ldsst gegebenenfalls
auch Riickschliisse auf den Wirkungsmechanismus und die physiologischen Effekte zu. Ein
solches System kann zwar die pharmakologischen und analytischen Studien auf molekularer
Ebene als auch Untersuchungen in vivo nicht vollstindig ersetzen, diese jedoch deutlich
einschrédnken.
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Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das in dieser Arbeit eingesetzte biohybride System aus
kortikalen Neuronen und Multielektrodenarrays ein sensitives und verléssliches System zum
Screening physiologisch aktiver Substanzen darstellt, mit dessen Hilfe einerseits Hinweise
iber die Neuroaktivitit einer Substanz erhalten werden konnen und andererseits deren genaue
Wirkweise ndher spezifiziert werden kann. Die Untersuchungen bezogen sich auf am
GABA-Rezeptor bindende Substanzen. Um den Einsatz des Systems auch auf andere
Signalwege auszudehnen, miissten zundchst entsprechende Substanzen getestet,
Charakterisierungen vorgenommen und geeignete Messparameter definiert werden.

Fiir den Einsatz neuronaler Netzwerke auf Multielektrodenarrays als Biosensor, ist weiterhin
der Aufbau einer Datenbank fiir eine moglichst grole Anzahl von Referenzsubstanzen
sinnvoll.  Ubereinstimmungen in der Modifikation definierter ~Parameter oder
Merkmalskombinationen zu bekannten Substanzen konnten so schnell erkannt werden und die
Identifizierung neuroaktiver Substanzen, sowie deren Zuordnung zu bestimmten
Substanzklassen deutlich erleichtert werden.

In dieser Arbeit wurden lediglich die akuten Effekte der Substanzen untersucht. Die
Moglichkeit elektrophysiologische Parameter iiber einen ldngeren Zeitraum zu beschreiben,
kann jedoch auch wertvolle Hinweise auf chronische Substanzeffekte liefern. Durch eine
fortwdhrende Applikation neuroaktiver Substanzen kénnte weiterhin auch deren Einfluss auf
die Entwicklung des Netzwerkes untersucht und ein groBeres Augenmerk auf die
zeitabhédngige Entwicklung der physiologischen Eigenschaften gelegt werden.

Der Einsatz des Systems zum Substanzscreening in der pharmazeutischen Industrie verlangt
weitere Optimierungen, insbesondere im Bezug auf die technischen Aspekte. Die
Handhabung des Systems muss weiter vereinfacht und automatisiert werden. Beispielsweise
sind kleinere Chips mit weniger Elektroden und einem geringeren Bedarf an zellulirem
Material ausreichend. Weiterhin ist es denkbar, die Chips zu kompartimentieren, was die
parallele Untersuchung verschiedener Substanzen bzw. mehrerer Substanzkonzentrationen
ermoglichen wiirde. In diesem Zusammenhang kann auch die Darstellungs- und
Analysesoftware weiter optimiert werden, so dass die Daten fiir den Anwender moglichst
einfach zu erheben sind und unmittelbar vorliegen.

Die Integration eines automatisierten Fluidiksystems wiirde die Handhabung auf der einen
Seite weiter vereinfachen und andererseits wiirde das Auswaschen der Substanzen durch
einen kontinuierlichen Durchfluss schonender erfolgen (Pottek et al., 2006). Die Kombination

mit einem fluidischen System wiirde es dariiber hinaus auch ermoglichen, lediglich eine
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Hilfte des Netzwerkes der Testsubstanz auszusetzen wihrend die andere Hilfte weiterhin als
Kontrolle dient.

Um Substanzen auBlerhalb des Labors auf ihre pharmakologische Wirksamkeit zu
untersuchen, ist es weiterhin notwendig, die neuronalen Netzwerke auf Multielektrodenarrays
in ein portables System zu integrieren. Zur Entwicklung eines geeigneten elektronischen
Systems mit der entsprechenden Softwareplatform existieren bereits einige Ansitze (Gilchrist
et al., 2001; Pancrazio et al., 2003; O’Shaughnessy et al., 2004; Renhak, 2005). Das in
unserer Arbeitsgruppe entwickelte portable, zellbasierte Biosensorsystem (Renhak, 2005;
Steininger, 2005) wurde im vergangenen Jahr erfolgreich fiir den zweitdgigen Einsatz
auBerhalb des Labors zur Demonstration neuronaler Netzwerkaktivitdit und deren
Modifikation durch neuroaktive Substanzen eingesetzt (Mainzer Wissenschaftssommer,
2005). Zusitzlich zur Entwicklung eines portablen Systems ist fiir das Vor-Ort-Monitoring
umweltgefihrdender Stoffe auch ein geeignetes Verfahren zur Vorverarbeitung der Proben
von Noten, um die zu testenden Stoffe fiir den Biosensor verfiigbar zu machen.

Schnittstellen zwischen zelluldren und mikroelektronischen Systemen konnen langfristig auch
genutzt werden, um Korperfunktionen nach Lihmungen wieder herzustellen. Dabei miissen
einzelne Neurone gezielt mit Elektroden verbunden werden. Adhédsions- und
Wachstumsprozesse konnen hier nicht dem Zufall iiberlassen bleiben, sondern miissen einer
genauen Kontrolle unterworfen werden. Der vorgestellte Ansatz zu einem strukturierten
Zellwachstum zeigte, dass diese Prozesse bei kortikalen Neuronen bis zu einem gewissen
Grad kontrolliert werden konnen, ohne dass die physiologischen Eigenschaften der Zellen
beziiglich der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Parameter eingeschrinkt sind. Eine
weiterfilhrende Kontrolle der zelluldren Prozesse konnte auf die Induktion der neuronalen
Polaritit (Stenger et al., 1998) und die kontrollierte Ausbildung von Synapsen abzielen. Fiir
die Entwicklung mikroelektronischer Neuroprothesen ist jedoch dariiber hinaus die
Entwicklung dreidimensionaler neuronaler Kulturen notwendig. Das Wachstum der Neurone
in einer dreidimensionalen Matrix kommt den Bedingungen in vivo deutlich nidher als die
Kultivierung in einem zweidimensionalen System. Kollagen-Strukturen oder Hydrogele
konnen hier als geeignete Substrate dienen (O’Connor et al., 2000; Ma et al., 2004). Jedoch
stehen diese Entwicklungen erst am Anfang und es werden viele Bemiihungen notwendig
sein, ein stabiles, funktionales, neuronales Netzwerk in einer dreidimensionalen Matrix zu

etablieren.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden neokortikale neuronale Netzwerke auf Multielektrodenarrays auf ihre
Tauglichkeit als zellbasiertes Biosensorsystem untersucht.

Die Untersuchung der Entwicklung des neuronalen Netzwerkes hinsichtlich der
morphologischen und elektrischen Eigenschaften wies darauf hin, dass nach einer
dreiwochigen Kulturdauer von einem ausgereiften Netzwerk ausgegangen werden kann. Das
extrazelluldr iiber das Elektrodenarray abgeleitete Aktivititsmuster war zu diesem Zeitpunkt
von einzelnen Spike-Ereignissen und regelméfBigen, synchronen Bursts gepragt.

Der Schwerpunkt der pharmakologischen Untersuchungen an den ausgereiften kortikalen
Netzwerken lag auf dem Einsatz von Substanzen, welche auf den GABA-Rezeptor
einwirken. Es zeigte sich, dass die auf zelluldrer Ebene bekannten Wirkungen der Substanzen
auf den GABAa-Rezeptor in einer entsprechenden Modifikation der Netzwerkantwort
Ausdruck fanden. Das System zeigte dabei eine hohe Sensitivitit und eine gute
Reproduzierbarkeit beziiglich der jeweiligen Effekte. Die Modifikation des spontan
generierten  Aktivititsmusters lieB Riickschliisse auf die Wirksamkeit und den
Wirkungsmechanismus der Testsubstanzen zu. Das System erlaubte ferner in den meisten
Fillen eine Diskriminierung der auf den gleichen Rezeptor einwirkenden Substanzen. Die
Analyse der Spikerate und verschiedener auf Bursts beruhender Messparameter machte
deutlich, dass die Burstrate bei den extrazelluliren Ableitungen auf Netzwerkebene den
sensitivsten und verldsslichsten Parameter zum Nachweis der Substanzeffekte darstellte.
Durch die Verwendung kortikaler Netzwerke unter optimierten Kulturbedingungen und einer
auf das System abgestimmten Analysesoftware konnte die Reproduzierbarkeit und
Sensitivitidt im Vergleich zu anderen Studien deutlich verbessert werden.

Das optimierte System wurde eingesetzt, um die pharmakologische Wirksamkeit der
Benzodiazepin-Metabolite zu untersuchen. Es zeigte sich, dass die Glucuronide von
Temazepam die Netzwerkaktivitit hinsichtlich der untersuchten Parameter nicht
modifizierten. Damit kann angenommen werden, dass diese Abbauprodukte von
Medikamenten keine Neuroaktivitdt aufweisen.

Um die extrazelluldre Signalableitung von einer moglichst geringen Zellanzahl und damit
einem iiberschaubaren zelluliren Netzwerk auf Multielektrodenarrays zu ermoglichen,
wurden die Oberflicheneigenschaften der Substrate so modifiziert, dass die Lokalisation der
Zellsomata und das Auswachsen der Neurite einer geometrischen Kontrolle unterlag. Die
kontrollierte Substratbeschichtung des Adhdsionspromotors Poly-D-Lysin konnte dabei durch
die Methode des Mikrokontaktstempelns realisiert werden. Es zeigte sich, dass eine

triangulére Struktur, bei der die Hohe der gleichschenkligen Dreiecke 100 um und die Linge
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der Basis 100 pm betrug, den Anforderungen sehr gut entsprach. Die Linienbreite der
optimalen Struktur betrug 6 um. Bei diesem Muster zeigten die Zellkorper eine deutliche
Priferenz fiir die Knotenpunkte und konnten damit gezielt zu den Elektroden dirigiert werden,
wihrend die Linien den Neuriten definierte Wachstumspfade vorgaben.

Die Untersuchung struktureller und morphogenetischer Eigenschaften der strukturierten
Netzwerke bewies, dass die kontrollierte Substratbeschichtung sich nicht negativ auf das
Wachstum und die Synaptogenese auswirkte. Durch das kontrollierte Zellwachstum konnte
die extrazelluldre Ableitung von Netzwerken einer geringen Zelldichte iiber einen Zeitraum
von mehreren Wochen ermdoglicht werden. Elektrophysiologische Untersuchungen zeigten,
dass die Funktionalitit des Netzwerkes durch das strukturierte Wachstum nicht eingeschrankt
war und die spontan generierte Aktivitdt im selben Mal} oder im Fall der Spikerate sogar
sensitiver durch neuroaktive Substanzen modifiziert werden konnte als die Aktivitit
unstrukturierter Netzwerke einer hohen Zelldichte.

Diese Arbeit diente der Optimierung einer Schnittstelle zwischen einem mikroelektronischen
System und Neuronen. Sowohl die Entwicklung geeigneter Biosensoren fiir kommerzielle
Zwecke als auch die medizinische Anwendung im Bereich neuroelektronischer Prothesen
birgt ein groBes Potenzial und wird auch in der Zukunft Grundlage weiterer Forschungs-

vorhaben sein.
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