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Regulation der molekularen, strukturellen und physi ologischen Differenzierung
durch physiologische, elektrische Aktivitatsmuster im neonatalen Saugercortex

Heiko J. Luhmann, Volkmar LeRmann, Silke Patz, Petra Wahle

Zusammenfassung

Neuronale Netzwerke weisen wahrend frilher Entwicklungsphasen spontane elektrische
Aktivitatsmuster auf, die lokale Ensembles synchronisieren und funktionell koppeln. Fir den
cerebralen Cortex von neugeborenen Kleinnagern konnten wir unter in vivo und in vitro
Bedingungen die Eigenschaften und zugrundeliegenden Mechanismen dieser frihen
Netzwerksynchronisationen beschreiben. Unklar war bisher die Funktion dieser Aktivitatsmuster
in sich entwickelnden Hirnstrukturen. Unsere Experimente zeigen, dass
Nervenwachstumsfaktoren (Neurotrophine), insbesonders brain-derived neurotrophic factors
(BDNF), durch diese Netzwerkoszillationen freigesetzt werden. BDNF férdert nicht nur die
Kopplung synaptischer Netzwerke, sondern hemmt auch den programmierten Zelltod. Weiterhin
foérdert BDNF auch direkt die Differenzierung von unreifen corticalen Nervenzellen.

Unsere Befunde lassen vermuten, dass frihe, beim Menschen prénatale Stérungen
dieser synchronen Aktivitatsmuster, einen erheblichen Einfluss auf die Entstehung unreifer
neuronaler Netzwerke ausiben. Zukilnftig mochten wir die Konsequenzen dieser
pathophysiologischen Storfaktoren, wie Sauerstoffmangel, mutterlicher Drogenkonsum etc., auf

die vorgeburtliche Entwicklung des Gehirns untersuchen.

Einleitung

Bereits wahrend der Embryonalphase und kurz nach der Geburt weisen viele Regionen im
Gehirn der Saugetiere spontane und synchrone elektrische Aktivitdtsmuster auf. Sie wurden
bei allen untersuchten Sdugetieren inklusive des Menschen sowohl im Ruckenmark als auch
in der Hirnrinde und im Hippocampus gefunden. Sie werden als ,frihe Netzwerkoszillationen“ ,
als ,Calcium-Wellen“, in der Netzhaut des Auges als ,retinale Wellen“, oder als ,groRRe
depolarisierende Potentiale* bezeichnet. Diese Wellen von Erregung breiten sich in
regelmafigen zeitlichen Abstdnden durch die Hirnregionen aus und wandern sogar Uber die
gerade erst gebildeten axonalen Projektionsbahnen zwischen unterschiedlichen Hirnregionen.

Die Erregung bezieht sowohl die Nervenzellen als auch die ersten bereits vorhandenen



Gliazellen ein. Die Erregungswellen werden tber GABAerge und glutamaterge Rezeptoren des
Typs AMPA/Kainat und NMDA vermittelt. Daneben sind elektrische Kontaktstellen an ihrer
Entstehung und Ausbreitung beteiligt (Luhmann und Mitarbeiter, Mainz). Wir wissen aul3erdem,
dass Calcium-lonenstréme besonders wichtig fir die Ausbreitung der Aktivitdtsmuster sind. Die
hirnregional  recht  unterschiedlichen  pharmakologischen  Grundlagen und die
zellphysiologischen Eigenschaften dieser Erregungswellen wurden in den vergangenen Jahren

recht gut aufgeklart.

Wozu sind diese Aktivitatsmuster gut?

Diese Frage war unzureichend beantwortet und hier setzt unsere gemeinsame Forschung im
Rahmen der Férderung durch die Schram-Stiftung an. Es wird vermutet, dass die
Erregungswellen zur Selbstorganisation neuronaler Ensembles beitragen, welche dann spéater
postnatal wahrend sogenannter kritischer Perioden flr sensorische Plastizitat
erfahrungsabhangig modifiziert werden. Die Erregungswellen sind also einem Dirigenten
vergleichbar, der einem Chor junger unerfahrener Nervenzellen in rhythmische Aktivitat
integriert und so ein Konzert erméglicht. Dieses neuronale Konzert wird zur Ausreifung der
Nervenzellen und ihrer Verbindungen bendétigt. Sobald die Nervenzellen in einem unreifen
Netzwerk miteinander verknupft sind, beginnen sie verstéarkt auf die sensorischen Einflisse
(sehen, fuhlen, hoéren) zu reagieren und erproben ihre Kompetenz zur Verarbeitung dieser
Signale aus den Sinnenorganen. Eine Leberzelle weil3 von Anfang an, welches ihre Aufgaben
im Stoffwechsel sind und jede einzelne Zelle kann diese Aufgabe allein vollbringen.
Gehirnzellen funktionieren sinnvoll nur in korrekt verschalteten Netzwerken. Deshalb sind
Gehirne gebrauchsabhéngig optimierte, lernfahige Organe. Die jungen Nervenzellnetzwerke
missen die Befahigung zum Lernen jedoch erst erwerben. Wir vermuten, dass die friihen

Aktivitatsmuster bei diesem Prozess eine wichtige Rolle spielen.

Junge Nervenzellen wollen leben, wachsen und neue K ontakte kniipfen

Wie konnen die Erregungswellen als Dirigenten dienen und welche Leistungen der
Nervenzellen kénnen sie férdern? Neue Befunde deuten darauf hin, dass sie bei Nagetieren
embryonal und in den ersten zwei Wochen nach der Geburt zunachst einmal
erfahrungsunabhangige Anderungen in der Expression von Genen und somit der Produktion
von Eiweil3stoffen hervorrufen. Man weil3, dass die Starke und die Haufigkeit der elektrischen
Signale ganz direkt die Qualitat der Genexpression beeinflusst.

Wir konnten in einem neuartigen, intakten ex-vivo Préparat des cerebralen Cortex von

neugeborenen Mausen synchronisierte Oszillationen nachweisen (Luhmann und Mitarbeiter,



Mainz) (Dupont et al., 2006). Diese Oszillationen liegen im Frequenzbereich von 5 bis 20 Hertz
mit einer Dauer von wenigen Sekunden. Dieses Muster ist recht stereotyp und wurde im
unreifen Gehirn vieler Tierarten gefunden und tritt beim Menschen vermutlich ebenfalls vor der
Geburt auf. Daraus lasst sich schliessen, dass dieses Erregungsmuster stammesgeschichtlich
sehr alt ist, und dass es sich bereits frih in der Evolution der Wirbeltiere als nitzlich und
wirksam herausgebildet hat. Interessanterweise konnte Luhmann und Mitarbeiter die
Oszillationen synchron in sogenannten "Pra-Kolumnen" nachweisen. Diese gelten als juvenile
Form der  spateren saulenférmig-modular in der Hirnrinde angeordneten
Verarbeitungseinheiten.  Neuronen in diesen Kolumnen haben gelernt, sich bevorzugt
untereinander zu verschalten, um bestimmte Informationseinheiten (zum Beispiel die Form oder
die Farbe eines Objekts) aus den Sinnesorganen gemeinsam verarbeiten kénnen. Man weil3,
dass die Entstehung der Verschaltungspunkte zwischen Nervenzellen, die Synapsen, durch
bestimmte Nervenwachstumsfaktoren (Neurotrophine) gefoérdert werden. Tatsdchlich konnten
wir (Luhmann und Wahle und Mitarbeiter, Mainz und Bochum) kurzlich beobachten, dass
dieses Aktivitatsmuster selektiv die Produktion des brain-derived neurotrophic factors, BDNF,
induziert, nicht jedoch die Produktion der anderen drei Neurotrophine fordert. BDNF dient als
wachstumsférdernder Signalstoff zwischen den Nervenzellen. BDNF ist von grol3er Bedeutung

und hat eine Vielzahl von akuten und l&ngerfristigen Wirkungen.

Weiterhin konnten wir (Luhmann und Lemann und Mitarbeiter, Mainz und Magdeburg) in einer
Veroffentlichung zeigen (Heck et al.,, 2008), dass die elektrische Aktivitdt in der reifenden
Hirnrinde das Ausmal des programmierten Zelltods (sog. Apoptose) kontrolliert. Abbildung 1
zeigt, dass die Aktivitat zum Uberleben der Zellen beitragt. Sterbende Zellen wurden hier griin
markiert und erwartungsgemaf befindet sich ein gewisser Anteil der Nervenzellen im Prozess
des programmierten Zelltods. Blockiert man die elektrische Aktivitat mit Tetrodotoxin, dem Gift
des Kugelfisches, dann verdoppelt sich die Zahl der sterbenden Zellen. Die Erregungswellen
tragen somit dazu bei, dass vermutlich tUber die Freisetzung von Nervenwachstumsfaktoren wie
BDNF das Uberleben geférdert wird.

Ein solcher Zusammenhang zwischen elektrischer Aktivitat und Ausschittung von BDNF wurde
durch unsere Veroffentlichung (LeSmann und Mitarbeiter, Magdeburg) (Kuczewski et al., 2008)
gezeigt: spontan auftretende erregende Ereignisse konnen tatsdchlich die Freisetzung von
BDNF aus Nervenzellen bewirken (Abb. 2). Besonders wirkungsvoll sind wiederholte Folgen
von etwa 5 Aktionspotentialen im Bereich der sog. Theta-Frequenz. Dieser Frequenzbereich ist
fur Neuronen des Hippocampus und des Neocortex physiologisch héchst bedeutsam. Dazu
wurde grin leuchtendes BDNF in jungen Neuronen zur Expression gebracht. Nach der Gabe

von Reizen im Theta-Frequenzbereich kdonnen wir die Abnahme der griinen Leuchtstéarke



messen: dies geschieht immer dann, wenn die Nervenzellen den markierten Signalstoff in den
extrazellularen Raum  ausschitten. In  folgenden  Arbeiten gilt es nun, den
Kausalzusammenhang zwischen dem ausgeschitteten BDNF und dem neuronalen Uberleben

Zu untersuchen.

Kompliziert wird die Angelegenheit durch unsere Befunde (Luhmann und Mitarbeiter, Mainz),
dass in der Hirnrinde der neugeborenen Maus nicht nur eine Art von Erregungswelle auftritt,
sondern in vitro und in vivo spezifische Typen physiologischer Aktivitatsmuster zu beobachten
sind. So sind in den ersten Tagen nach der Geburt Erregungswellen durch Carbachol
auslésbar. Die Substanz aktiviert eine bestimmte Sorte von Rezeptoren fir den Transmitter
Acetylcholin, dessen Fehlen im Zusammenhang mit der unheilbaren Alzheimer'schen
Demenzerkrankung diskutiert wird. Wir kdnnen zeigen (Wahle und Patz, Bochum), dass eine
akute Carbachol-Stimulation die BDNF-Produktion anregt. Wir nutzen dazu als Modellsystem
langlebige organtypische Hirnschnittkulturen, die ebenfalls spontane Errregungsmuster
entwickeln. Tage nach der Stimulation wurden die Nervenzellen durch das Einschleusen des
grun-fluoreszierenden Proteins mit Hilfe einer Gen-Kanone sichtbar gemacht. Dies erlaubt, die
Auslaufer der Neuronen zu rekonstruieren. Abbildung 3 zeigt zwei Pyramidalneuronen der

Hirnrinde: nach der Carbachol-Stimulation bilden die Zellen mehr Verzweigungen.

Wenn Nervenzellen nach Carbachol-Applikation besser Uberleben und sich besser mit
wichtigen Wachstumfaktoren versorgen konnen und daher schneller wachsen, dann ist zu
vermuten, dass sie auch schneller synaptische Kontakte kniupfen. Wir untersuchen zur Zeit
weitere Botenstoffe, die durch die Carbachol-Stimulation vermehrt produziert werden, und von
denen man weil}, dass sie fordernd auf die Bildung von Synapsen wirken kdnnen. Wir haben
bereits eine Reihe von molekularen Bausteinen flr Synapsen zu verschiedenen Zeitpunkten
und bis zu 3 Wochen nach einer friihen Carbachol-Stimulation untersucht. Entgegen unserer
Annahme waren diese Molekile jedoch véllig unveréndert exprimiert (Wahle und Mitarbeiter,
Bochum). Mdglicherweise sorgen die Errregungswellen weniger fur die Bildung von Synapsen

als vielmehr dafur, dass bereits gebildete Synapsen auch aktiv werden

Carbachol 16st kurz nach der Geburt Erregungswellen aus. Sechs bis acht Tage nach der
Geburt kann der Transmitter Serotonin ebenfalls eine massive Netzwerkaktivitat auslosen. Wir
(Wahle und Patz, Bochum) in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Kurt Gottmann,
Universitat Dusseldorf, zeigen, dass Serotonin die H&aufigkeit des Auftretens erregender
GABAerger Signale nur wahrend dieser Zeit 10-fach erh6ht. Die Serotonin-vermittelte Aktivitat
dient als Instruktor fir die GABAergen Interneuronen der Hirnrinde. In der isolierten

organtypischen Hirnschnittkultur fehlt Serotonin. Die Expression der GABA-synthetisierenden



Glutamat Decarboxylasen, GADs, ist dahingehend veréndert, dass die GAD-65 Transkription
doppelt so hoch ist wie in vivo, der GAD-67 Proteingehalt aber nur halb so hoch und die
Expression beider Gene und Proteine wird in kurzer Zeit unabhéangig von der elektrischen
Aktivitdt. Eine durch Serotonin von Tag 5-9 ausgeltste Netzwerkaktivitat erzeugt an Tag 20
eine organ-identische GAD-65 Transkriptionsrate und die Expression beider Enzyme bleibt
aktivitatsabhangig. Letzteres gilt als eine Grundvoraussetzung flr Plastizitatsprozesse der

jungen Hirnrinde und fir verletzungsbedingte Reorganisationsprozesse in der adulten Hirnrinde.

Ausblick

Die seit Jahrzehnten in der Entwicklungsneurobiologie gefiihrte "Nature versus Nurture”

Debatte kann in Anbetracht der neuen molekularbiologischen und elektrophysiologischen
Befunde zur friihen Hirnentwicklung als ein "Nature and Nurture"-Prozess mit gegenseitiger
Wechselwirkung verstanden werden. Es wird spannend sein herauszufinden, welcher Einflu3
zu welchen Entwicklungszeitpunkten welche Funktion erfillt. Vielleicht lassen sich
EinfluBmaoglichkeiten charakterisieren, die es erlauben, das junge Gehirn bei der Reifung zu
unterstitzen, um Beeintrachtigungen der Hirnentwicklung bei Frihgeborenen oder Kindern mit
genetisch bedingten oder frih erworbenen Defiziten der Hirnreifungsprozesse zu

kompensieren.
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Abb. 1. Eine Blockade der elektrischen Aktivitat fuhrt zu Zunahme des programmierten
Zelltods in der frihen Entwicklung des zerebalen Cortex. (A) Photographie einer 5 Tage
alten organotypischen Hirnschnittkultur aus dem zerebralen Cortex einer neugeborenen
Maus. Der Schnitt wurde immuncytochemisch mit einem Antikérper gegen aktivierte
Caspase-3 gefarbt. Mit dieser Technik erhalt man eine Momentaufnahme der akut
sterbenden Nervenzellen (s. AusschnittsvergroRerung). Jeder grine Punkt markiert
eine absterbende Nervenzelle. (B) Identische Bedingungen wie in (A), jedoch wurde die
Kultur mit dem Gift Tetrodotoxin (TTX) behandelt, um die spontane elektrische Aktivitat
im neuronalen Netzwerk komplett zu blockieren. Die Anzahl absterbender Nervenzellen
ist unter diesen Bedingungen deutlich erhdht. Weisse Skalierungsbalken in (A) und (B)
entsprechen 200 pum, in den Ausschnittsvergrof3erungen 10 pum. Aus: (Heck et al.,
2008)
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Abb 2. Pyramidalneurone 10 Tage nach der Geburt in Zellkultur. Die Zellen wurden
uber eine Pipette mit rotem Farbstoff (Rhodamine) gefullt und elektrophysiologisch
abgeleitet, um Strome zu messen (links), die eine Sekretion von griin markiertem BDNF
(BDNF-GFP) herbeifihren. Extrazellulares BDNF wurde mit einem Antikdrper (blau)
sichtbar gemacht. Die Bilder auf der rechten Seite zeigen das freigesetzte BDNF auf
der Zelloberflache. Aus: (Kuczewski et al., 2008)
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Abb. 3. Pyramidalneurone 10 Tage nach der Geburt in der Hirnschnittkultur. Der
Skalierungsbalken in (A) und (B) entspricht 100 um. Die in B gezeigte Kultur wurde von
Tag 1-5 mit Carbachol stimuliert.
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