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Kapitel 1: Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Neuronale Netzwerk

»Nervenzellen konnen als die kleinste unabhingige Funktionseinheit des Nervensystems
verstanden werden. Ihre Aufgabe ist die Aufnahme, Weiterleitung, und Verarbeitung von
Reizen und Informationen. Die Informationsweiterleitung von Zelle zu Zelle geschieht durch
die Freisetzung von Neurotransmittern an den Nervenenden (Synapsen). Diese fihrt
letztendlich zur Regulation der Aktivitit der nachgeschalteten Zielzellen, (Carneiro, Kelley,

Junqueira, 2002).

1.2 Aufbau der Nervenzelle

Morphologisch konnen die meisten Nervenzellen in drei Abschnitte unterteilt werden. Vom
Zellkorper gehen in der Regel ein oder mehrere Dendriten aus. Dendriten sind lang gestreckte
Fortsatze, die darauf spezialisiert sind Reize aus der Umgebung von Sinneszellen oder von
anderen Nervenzellen aufzunehmen. Der Zellkorper (Perikaryon) bildet das trophische
Zentrum fir die gesamte Zelle und dient ebenso wie die Dendriten der Reizaufnahme. Das
Axon ist ein Fortsatz Uber den Signale elektrisch auf andere Nerven,- Muskel,- und
Driisenzellen weitergeleitet werden. An Synapsen wird die Information von der Nervenzelle
durch Neurotransmitter Gber den synaptischen Spalt hinweg auf die nachgeschalteten Zellen
ubertragen. Der Zellkdrper und die Fortsédtze von Nervenzellen kdnnen sehr verschieden
aufgebaut sein. Dabei variiert ihre GréRe von 120 pum groBen Pyramidenzellen bis 4 um
kleiner Kornerzellen. Neben den Purkinjezellen, mit inhibitorischer Funktion, die in der
Kleinhirnrinde zu finden sind, stellen die Korbzellen der Molekularschicht ein gutes Beispiel
fur Interneuronen dar. Diese wissenschaftliche Arbeit befasst sich primér mit den
Eigenschaften und der Morphologie von Pyramidenneuronen (Lamina V) des Neokortex,

wesshalb deren Aufbau und deren Vernetzung genauer beleuchtet wird.
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1.3 Der zerebrale Kortex beim Saugetier und seine Funktion

1.3.1 Aufbau, Funktion und Entwicklung

,Die GroBhirnrinde der Sdugetiere gliedert sich in das limbische System und den Neokortex,
der beim Menschen ungefahr 80 % des Gehirnvolumens ausmacht®, (Eder et al., 2000). Dabei
hat der Neokortex eine Ausdehnung von etwa 2600 cm?; ist 3-4 mm dick und besteht aus
grauer Substanz. Er enthélt 28 Mrd. Nervenzellen und ist mehrlagig geschichtet aufgebaut.
Die Nervenzellen unterscheiden sich in den einzelnen Schichten hinsichtlich ihrer
Morphologie, synaptischen Afferenzen (Eingénge), ihrer Efferenzen (Ausgénge) und ihrer
funktionellen Eigenschaften und Aufgaben. ,,Funktionell unterscheidet man innerhalb des
Neokortex  zwischen  sensorischen, motorischen und Assoziations-Arealen. Die
Kommunikation zwischen den einzelnen Kortexregionen findet ipsilateral Uber so genannte
Assoziationsfasern statt. Die (ber den Balken laufenden Kommissuren-Fasern verbinden
Areale, die in unterschiedlichen Hemisphéren liegen.

Innerhalb der ersten zwei postnatalen Wochen finden im Neokortex starke,
entwicklungsbedingte, anatomische und physiologische Verdnderungen statt. Die Neuronen
nehmen in dieser Zeit an GroRe und Komplexitat zu, etablieren die charakteristische laminére
Schichtung und bilden ein nahezu adultes Innervationsmuster aus® (Wise & Jones, 1978;
Burgard & Hablitz, 1993; Sutor & Luhmann, 1995; Eder et al., 2000).

1.3.1.1 Laminare Organisation

,»In Analogie zum Bulbus olfactorius, dem Hippokampus und dem Cerebellum zeichnen sich
der gesamte Neokortex und somit auch der somatosensorische Kortex durch einen
geschichteten Aufbau aus. Fir diese Schichtung sind Unterschiede in der Zusammensetzung
und Dichte der Zellen, der Form und GréRRe ihrer Somata sowie der Faserprojektionen
verantwortlich (zur Ubersicht siehe Sheperd, 1990). Nach Brodman (1909) wird der
Neokortex in sechs Laminae I-VI eingeteilt, die zwischen der Pia Mater und der weil3en
Substanz liegen* (Schierloh et al., 2003). Jedoch (berschreiten die Dendriten und Axone der

meisten Nervenzellen die Schichtgrenzen.
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Abbildung 1 Schichtung des Neokortex héherer Saugetiere. Links: Golgi-Impréagnation. Rechts:
Nisselfarbung. Verandert nach Creutzfeld (1983).

Lamina 1:

Die aulere plexiforme Schicht enthalt nur wenige Somata und besteht vorwiegend aus den

Auslaufern apikaler Dendriten sowie aus horizontal verlaufenden Axonen.
In Lamina 2/3

sind vorwiegend Pyramidenneurone Kleiner und mittlerer GréRRe sowie Interneurone (z.B.

Sternzellen) lokalisiert.
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Lamina 4

wird als granulére oder Kornerschicht bezeichnet und enthélt hauptséchlich Sternzellen. Diese
Schicht ist besonders in den sensorischen Arealen ausgepragt und fehlt in den motorischen
Gebieten.

Lamina 5:
In der gangliondren Schicht, sind groRRe Pyramidenneurone und Interneurone lokalisiert.
Lamina 6

wird von Spindelzellen und wenigen mittelgroRen Pyramidenneuronen gebildet.

1.3.1.2 Kolumnére Organisation

,,Der somatotopen und lamindren Organisation Uberlagert sich eine vertikale Differenzierung,
die den Kortex in saulenférmige Unterareale (Kolumnen) gliedert. Histologische Belege fir
die anatomisch kolumndre Organisation des Kortex existieren schon seit langem (Lorente De
NGO, 1938). Mountcastle postulierte (Mountcastle, 1957) die Kolumne als funktionelle
Grundeinheit, aus der sich der gesamte Kortex zusammensetzt. Mit Hilfe
elektrophysiologischer Methoden (Mountcastle, 1978) konnte er nachweisen, dass jeder
Kolumne des somatosensorischen Kortex einheitliche Reizsubmodalitdten (z.B.
Adaptionsverhalten) zugeordnet werden kénnen. Aullerdem stellt jede Kolumne eine basale
Verarbeitungseinheit kortikaler synaptischer Schaltkreise dar (Douglas & Martin, 1991)
(Schierloh et al., 2003).

1.3.2 Ausdifferenzierung von Nervenzellen

Neokortikale Zelltypen konnen nach verschiedenen Kriterien eingeteilt werden. Eine
Maoglichkeit ist die Differenzierung entsprechend dem Vorhandensein dendritischer
Dornfortsdtze “spines” (Sheperd, 1990). Vieles deutet darauf hin, dass neokortikalen
Nervenzellen mit dendritischen Dornfortsétzen eine exzitatorische Funktion zukommt. Die
Mehrheit der mit dendritischen Dornen versehenen Neuronen sind Pyramidenzellen. Sie
machen ungeféhr zwei Drittel der Gesamtpopulation der Neurone im Neokortex aus. Die

Nervenzellen mit ,,glatten* Dendriten (,,smooth cells* oder ,,non-spiny neurons‘) bilden die
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Population der lokal projizierenden, inhibitorischen Interneurone. Diese morphologisch
aulerst heterogenen Nervenzellen kdnnen nach der Form und Verteilung der axonalen
Ramifikationen klassifiziert werden. Als Beispiel seien Korbzellen, Kandelaberzelle und
,Double-Bouquet’ Zellen genannt (Szentagothai, 1978; Peters & Kimerer, 1981). Die
meisten neokortikalen Interneurone enthalten neben dem Neurotransmitter GABA
neuroaktive Peptide, zum Beispiel das Neuropeptid Y, Somatostatin und Cholecystokinin,
deren physiologische Bedeutung jedoch weitgehend ungeklért ist. Inhibitorische Synapsen
vermitteln im Neokortex entweder eine rekurrente Hemmung oder eine Vorwartshemmung
(Benardo, 1995; Wong & Crumley, 1995).

1.4 Pyramidenneurone der Lamina VV

Die morphologische Gestalt des Pyramidenneurons korreliert mit ihrer Funktion als
Nervenzelle. Der Zellkérper dhnelt der Form einer Pyramide. ,,.Die Pyramidenneurone der
Lamina V sind die groRten Zellen, die im Neokortex vorkommen. lhr grofles Soma ist fiir die
Versorgung der ausgedehnten Dendriten- und Axonbaume notwendig* (Eder et al., 2000). Die
Zellen sind regelmaRig angeordnet und mit ihrem Hauptdendriten, dem Apikaldendriten zur
Rindenoberflache hin ausgerichtet, der die Lamina I-V durchlduft. Dabei unterscheiden sie
sich in ihrer Grof3e (10 p-50 um) erheblich. ,,Im Kortex des Menschen kann der Apikaldendrit
eine Lange von 2,5 mm erreichen” (Marin-Padilla, 1967; Eder et al., 2000). Im neokortikalen
Netzwerk nehmen die Lamina V-Pyramidenneurone eine besondere Stellung ein. Sie
integrieren zehntausende exzitatorische und inhibitorische synaptische Eingange aus allen
Laminae und dem Thalamus. Die so erhaltenen Informationen werden an subkortikale
Regionen, wie das Tectum, das Striatum, die Pons, das Mittelhirn und das Rickenmark,
weitergeleitet. ,,Erregende Nervenzellen bilden mit Lamina V-Pyramidenneuronen
asymmetrische Axon-Dornfortsatz-Synapsen, hemmende Interneurone dagegen symmetrische
Axon-Dendrit-, Axon-Soma-, und Axon-Axon-Synapsen aus“ (Eder et al., 2000). Der
Apikaldendrit entldsst zahlreiche Seitendste und endet meist mit konusférmig angeordneten
Endaufzweigungen in Lamina |. Von den tiefen Randbereichen der Zellleiber gehen
Basaldendriten ab, die horizontal gerichtet sind oder schrdg abwaérts verlaufen. In der Regel
sind die Pyramidenzellen verschiedener Schichten so Ubereinander angeordnet, dass ihre
Apikaldendriten einander nahe kommen und sog. Dendritenbiindel bilden. Ein Bundel kann

zwischen zehn und dreiBig Dendriten enthalten. Die Blndelung ist wahrscheinlich der
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morphologische Ausdruck einer funktionellen Zusammenarbeit zwischen den Zellen
(Modulkonzept) dendritischer Integration. Sdmtliche Dendriten der Pyramidenzellen weisen
einen  mehr oder weniger dichten Besatz mit Dornen (“Spines®) auf.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass Endaufzweigungen vom Axon aus den
verschiedensten Quellen synaptische Kontakte mit der Dornoberflache bilden. Die Dichte des
Dornenbesatzes unterliegt starken Schwankungen und ist abhangig von der Art des Dendriten,
vom Typus der Pyramidenzelle, dem kortikalen Feld, von der Schicht und von dem Alter des
Individuums. Der Zellkérper enthélt einen runden chromatinarmen Zellkern mit grof3en
Kernkorperchen. Als Transmitter dient bei Pyramidenneuronen tberwiegend das Glutamat.
Das Axon der Pyramidenzelle entspringt zumeist an der Zellbasis oder an einem starken
Basaldendriten aus einem konischen Initialsegment. Das Axon l4uft senkrecht zur
Rindenoberflache in Richtung weiller Substanz und gibt dabei zahlreichen Kollateralen ab.
Der Hauptast des Axon der meisten Pyramidenzellarten zieht in die weille Substanz und
erreicht mit seinen Endaufzweigungen andere Bereiche der Hirnrinde oder subkortikale
Gebiete. Dementsprechend sind die Pyramidenzellen ihrer Natur nach entweder Assoziations-
Kommissural oder Projektionsneurone, indem sie aus dem gesamten Kortex Informationen

beziehen.
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Abbildung 2 Schichtung des Neokortex 1-6. Exemplarisch ein Pyramidenneuron der Lamina

5 und ein nicht-pyramidales Neuron der Lamina 4. Verandert nach Kelley und Dodd (1991).

1.5 Was sind Quantum Dots?

Quantum Dots stellen eine neue Klasse von fluoreszierenden “Farbstoffen dar, und
ermoglichen eine Fulle von neuartigen Darstellungsmethoden in Geweben, Zellen sogar
ganzen Zellverbanden. Dabei sind sie auf Grund Ihrer Vielseitigkeit mit einigen Vorteilen
behaftet, die bei der Rekonstruktion von Nervenzellgewebe zum tragen kommen. Quantum
Dots sind halbleitende, nanometergrofle (10 nm bis 100 nm), kristalline Strukturen mit
speziellen optischen Eigenschaften (Portney & Ozkan, 2006). Jedes dieser ,,Kiigelchen*
beherbergt im Inneren einen Kern, bestehend aus halbleitendem Kadmium Selenide (CdSe)
und ist von einer Zinksulfatschale (ZnS) umgeben, die deren optische Eigenschaften
verbessert. Die Schale ist von einer polymeren Hille umgeben, an diese Substanzen wie
Streptavidin, Biotin und andere Biomolekiihle gekoppelt werden kdnnen, ohne die optischen
Eigenschaften der Quantum Dots zu verédndern (Goldman, Anderson et al., 2002; Medintz,
Clapp et al., 2003).
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Abbildung 3 Schematische Zeichnung des Quantum Dot-Molekiils. Evident Technologies, USA (2004).
Bezeichnung von Innen nach AuRRen:

Kern des Quantum Dots

Schale des Kerns

Polymere Huille der Schale

Biomolekdl z.B. hier Biotin an die polymere Hiille gekoppelt.
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Abbildung 4 3-D-Modell eines Quantum Dot. Evident Technologies, USA (2004).
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Abbildung 5 Absorptionsspektrum von QDs. Evident Technologies, USA (2004).

Quantum Dots weisen ein sehr breites Absorptionsspektrum im Wellenldngenbereich und einen hohen
Extinktionskoeffizienten auf. Die Farbe, also Licht unterschiedlicher Wellenlange, wird allein durch die

GroRe der Quantum Dots bestimmt.
Ordinate: Willkurliche Einheit

Abszisse: Wellenldnge in nm
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1.5.1 Quantum Dots und ihr Stellenwert in der Wissenschaft

Eine Redensart unter Neurowissenschaftler sagt, ,,The gain in brain is mainly in the stain® und
macht damit die Wichtigkeit von Farbetechniken fiir neurowissenschaftliche Forschung
deutlich (Helmchen & Nevian, 2007). Geeignete Farbetechniken von Neuronen waren und
sind immer noch von entscheidender Bedeutung, um neuroanatomische Fragen mit Hilfe von
histologischen ~ Methoden, kombiniert mit modernen und aktivitatsabh&ngigen
Farbesubstanzen, aufzukléaren. So erzielte z.B. Camillo Golgi Ende des 19. Jahrhunderts den
erfolgreichsten Einblick in die Organisation des Nervensystems, der hauptsachlich auf der
Entwicklung der Siberchromatin-Farbetechnik basierte. Die Golgi-Methode féarbt nur eine
kleine Gruppe von Zellen, diese aber mit hohem Kontrast. Diese eingeschrankt einsetzbare
und spezielle Methode wurde zu einer der Bedeutendsten, da sie die Zuordnung individueller
Zellen und untergeordneter Zellbestandteile ermdglichte und somit Vorstellungen férderten
wie das neuronale Netzwerk organisiert sein kénnte. Heutzutage sind Neurowissenschaftler
immer noch mit dem alten Problem konfrontiert, geeignete Farbemethoden fir Neurone zu
finden.

In der wissenschaftlichen Forschung stellen Quantum Dots ein neues Werkzeug von grof3er
Bedeutung dar, um standardisierte Fluoreszensmikroskopie zu betreiben (Jaiswal, Mattoussi
et al., 2003; Watson, Wu et al., 2003; Michalet, Pinaud et al., 2005). Dartiber hinaus bieten sie
eine Alternative zur traditionellen Immunocytochemie, Immunohistochemie und sind ganz
besonders fir die Studien an Neuronen und Neuroglia wertvoll. Quantum Dots kdnnen dazu
benutzt werden, einzelne Ereignisse auf molekularer Ebene, mit Hilfe von
Fluoreszensmikroskopie, darzustellen, zu messen, und zu verfolgen. Des Weiteren
ermdglichen sie die Darstellung und Verfolgung, von in Bewegung befindlichen, molekularen
Prozessen Uber einen langeren Zeitraum. Diese Eigenschaften sind mit anderen Techniken
schwer zu erzielen. So sind Quantum Dots flir Experimente, die durch die gegebene
Anatomie, von Interaktionen zwischen Neuron und Neuroglia begrenzt sind, wie z.b. der
kleine Raum eines synaptischen Spalts oder der Prozess zwischen Astrozyt und Neuron, sehr
nitzlich. Auf Grund ihrer winzigen GroRe und hohen optischen Auflésung sind sie sehr gut
geeignet, um die molekularen Bewegungen von intrazelluldren und molekularen VVorgéngen
uber langere Zeitrdume darzustellen. Jedoch sollte beachtet werden, dass der
hydrodynamische Radius verwandter Quantum Dots groRBer ist (15-20 nm) als ihre

tatsachliche Gréflie von 5-8 nm (Larson, Zipfel et al., 2003). Kurz zurlck liegende Studien
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machen das Potential dieser Technik deutlich, bei der Quantum Dots in der
Neurowissenschaft verwendet wurden. Triller und Kollegen (Dahan, Levi et al., 2003)
verwendeten Antikorper gebundene Quantum Dots, um die Diffusionswege von
Glycerinrezeptoren in Kulturen von priméren Rickenmarkskulturen zu veranschaulichen. Sie
waren in der Lage das Bewegungsmuster einzelner Glycerinrezeptoren fir mehrere Stunden
in einer raumlichen Auflésung von 5-10 nm darzustellen. Damit machen sie deutlich, wie sehr
die Diffusionswege, abhdngig davon, ob die Rezeptoren synaptisch, perisynaptisch oder
extrasynaptisch, variieren konnten. So inkubierten und konjugierten Sundara Rajan & Vu
(2006) Quantum Dots selektiv an Trka-Rezeptoren, brachten die Vesikel via Endozytose in
PC12-Zellkulturen und konnten mit dem QD-Trka-Rezeptorkomplex gekoppelt an betaNGF
ebenso einen bidirektionalen Transport und sogar ein Wachstum an den Nerverknospen
innerhalb des Neurons darstellen. Ganz besonders konnten diese Fortschritte dazu verwendet
werden, funktionelle Interaktionen innerhalb von Neuronen zu verfolgen und darzustellen.
Jedoch hat jede neu entwickelte Technologie auch ihre Schwéchen. So beschreibt Vu,
Maddipati et al., (2005), das betaNGF gekoppelt an Quantum Dots seine biologische Aktivitat
gegenuliber ungebundenem betaNGF einbiRen wirde. Andere Forschungsgruppen trieben die
Entwicklung der Quantum Dots voran, indem sie neue Quantum Dot-assoziierte Werkzeuge
entwickeln. So reicherte Hongyou Fan (Fan, Leve et al., 2005) Lipidmizellen mit Quantum
Dots an, inkubierte und depolarisierte die Nervenzellen, um Endozytose zu erzielen und
konnte darauf den Transport der Quantum Dots in Lysosomen innerhalb des hippokampalen
Neurons als auch eine Anreicherung der Quantum Dots in Nuclei sichtbar machen. Bisher
waren Quantum Dots an das zu beobachtende Protein mit Hilfe der Drei-Layer-Strategie
gekoppelt worden: Erster Antikdrper gefolgt von einem biotinisierten zweiten Antikorper, der
schliellich an einem Streptavidin-Quantum Dot gekoppelt wurde. Da dieser Rezeptorkomplex
aber verhaltnismaRig grof3 (ca. 50 nm) ist und dabei der in das Neuron gerichtete Transport
via Endozytose behindert werden kann, entwickelten Ting und Kollegen (Howarth, Takao et
al., 2005) eine neue Strategie. Er koppelte Zelloberflachenproteine an ein so genanntes
Akzeptor-Protein, nachdem es biotinisiert worden war um darauf hin als ein Zielprotein fir
Streptavidin konjugierte Quantum Dots zu fungieren. Dieser Rezeptorkomplex betrégt nur
eine Grolie von ca. 20 nm. Mit dieser Technik wurde es ihm moéglich, AMPA Rezeptoren in
kultivierten Hippocampusneuronen selektiv zu markieren und zu verfolgen. Bei Betrachtung
der einzigartigen Eigenschaften, die Quantum Dots in der Neurowissenschaft zu bieten haben,

sieht ihre Zukunft sehr viel versprechend aus.
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1.5.2 Entwicklung der Quantum Dots

Bei einer Vielzahl von Erkrankungen ist eine moglichst frihe und aussagekraftige Diagnose
von entscheidender Bedeutung. Das betrifft sowohl die Wahl, als auch die Abstimmung und
Ausfihrung der notwendigen medizinischen Maltnahmen. Dies gilt vor allem fur eine
Vielzahl von Tumorarten, fur deren Bestimmung und Therapie die Diskriminierung zwischen
gesundem und karzinogenem Gewebe wesentlich ist. Demnach hangt die Genesung und sogar
das Uberleben eines Patienten entscheidend davon ab, ob und zu welchem
Differenzierungsgrad der behandelnde oder operierende Arzt zwischen verschiedenen
Gewebetypen unterscheiden kann. Zur Verbesserung der Diagnose und der medizinischen
MafRnahmen wurden in der Vergangenheit bereits Kontrastmittel entwickelt mit deren Hilfe,
Funktionen und Strukturen im Kdorper Uber bildgebende Verfahren sichtbar gemacht werden
konnten. Diese Verfahren werden unter anderem zur gezielten Detektion krebsassozierter
Zellveranderungen verwendet.

Zu den ersten Techniken von Farbemethoden und der zelluldren Illustration gehdren unter
anderem die Silberimpragnation nach Golgi, das Nisselpraparat, das Pigmentpréparat, das
Markscheidenpréparat und die Golgi-Silbersalz-Niederschlagsmethode. In den 80igern stieg
das wissenschaftliche Interesse fur eine ausgereifte Technik zur Darstellung von Zellen,
Nervenzellen und ganzen Zellverbdnden an. Konventionelle Farbstoffe wie Luzifer Yellow
und Lissamine Rhodamine B. waren nicht mehr in der Lage, hellere Signale und eine hohere
Photostabilitat in den Praparaten zu sichern. So haben beispielsweise Hsu & Lu (2004) ein
molekular-spezifisches Kontrastmittel auf der Basis eines organischen Fluorophors als
Marker fur die frihe karzinogene Transformation entwickelt. Hierin wurde die
tumorassozierte Uberexpression des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR,
epidermal growth factor receptor) ausgenutzt, um verandertes Gewebe in der Mundhdhle Uber
ein rot fluoreszierendes Anti-EGFR-Antikdrper-Konjugat (Alexa 660) zu identifizieren. Auch
die Farbstoffe der 90iger, wie Biocytin, Neurobiotin, Alexa Fluor 568 und Streptavidin
Conjugate, konnten nicht den immer hoher werdenden Anforderungen, zur Rekonstruktion
von Nervenzellverbanden, gerecht werden. Generell ist ein Nachteil organischer Fluorophore,
deren Metabolisierung im Korper, bei der das Fluorochrom abgebaut oder inaktiviert wird.
Die Metabolisierung wirkt damit der fir die Diagnostik notwendigen hohen
Markierungsintensitit entgegen. Mit zunehmender Verweildauer des organischen Flourophors

in vivo, verscharft sich diese Problematik und stellt insbesondere bei der Markierung von
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Zellen in tieferen Gewebeschichten eine erhebliche Schwierigkeit dar (Levene, Dombeck et
al.,, 2004). Des Weiteren haben langerwellig emittierende organische Fluorophore den
Nachteil, dass sich deren Quantenausbeute durch den chemischen Konjugationsprozess
reduziert. Zudem sind organische Fluorophore sehr anféllig gegeniiber ,,Photobleaching®, was
schon nach kurzer Bestrahlung zu einem substanziellen Fluoreszensverlust fiihren kann
(Chan, Maxwell et al., 2002; Bruchez, Moronne et al., 1998; Hoshino, Hanaki et al., 2004).
Dadurch weist ein Kontrastmittel auf der Basis der Fluorophore eine zu geringe
Fluoreszensstarke und Stabilitét bei langerer Anregungsdauer auf, um fir die Markierung von
Zellen in tieferen Gewebeschichten geeignet zu sein. Bis es nach der Entdeckung der
Quantum Dots, Ende der 90iger Dr. Pauli Alivisatos und Dr. Moungi Bawendi gelang,
Quantum Dots in einen wasserléslichen Zustand zu versetzen. Bald konnten weitere
Wissenschaftler Uber eine vier-jahrige Entwicklungsphase, die vorteilhaften Eigenschaften der
Quantum Dots wie Qualitat, Reproduktivitat, Wellenlangenspektrum, Signalintensitat und
Photostabilitat verbessern (Chan & Nie, 1998; Gao, Chan et al., 2002; Goldman, Anderson et
al., 2002).

1.5.3 Eigenschaften der Quantum Dots

Eine Eigenschaft, die Quantum Dots von konventionellen Farbstoffen unterscheidet, ist ihre
Helligkeit und Sensibilitat zur Visualisierung von biologischen Strukturen (Alivisatos, 2004).
Dies geht mit einer starken Fluoreszenz-intesitat einher (Alivisatos, Gu et al., 2005). Ihr hoher
Extinktionskoeffizient ermoglicht alle verfiigbaren Wellenldngen im Bereich von 350-633
nm, so dass nahezu alle Laser zur Erzeugung eines helleren Emissionssignals verwendet
werden koénnen. Zum Vergleich: der Extinktionskoeffizient von Quantum Dots Streptavidin
liegt bei 650,000 M-1 cm-1 und der Extinktionskoeffizient von Fluorescein liegt bei 80,000
M-1 cm-1. Bisherige organische Farbstoffe haben ein enges Excitationsspektrum und ein
breites Emissionsspektrum mit einem nahe liegendem Gipfel (Lin, Xie et al., 2007). Quantum
Dots weisen ein sehr breites Absorptionsspektrum im Wellenlangenbereich und ein hohen
Extinktionskoeffizienten auf und da ihr enges Emissionsspektrum unabhangig von der
Excitations-Wellenlange ist, kann somit ein helleres Signal mit einer besseren Ausnutzung der
Lichtintensitdt erreicht werden (Michalet, Pinaud et al.,, 2005). Dieses breite
Absorptionsspektrum macht nahezu alle Farben durch eine einzige Lichtquelle evozierbar und

gibt beinahe monochromatisches Licht einer Wellenldnge wieder (Wu, Liu et al., 2003). Die
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Farbe, also das Licht unterschiedlicher Wellenlange, wird allein durch die GroRe der
Quantum Dots bestimmt (Arya, Kaul et al., 2005; Vanmaekelbergh & Liljeroth, 2005).
Quantum Dots fluoreszieren in einem sehr engen und symmetrischen Emissionsspektrum.
Dies verhindert die Uberlappung von Farbkanalen und verbessert die Unterscheidbarkeit der
unterschiedlichen Farben. Quantum Dots sind wasserloslich stabil und weisen einen

Emissionsgipfel von 20 nm Breite auf.

1.5.4 Vorteile und Nachteile der Quantum Dots

Quantum Dots bieten eine Fille von Vorteilen in der Darstellung und Rekonstruktion von
Zellen und Zellverbanden. Ihr Signal ist heller und sauberer (Ballou, Lagerholm et al., 2004)
als bei traditionellen, fluoreszierenden, organischen Farbstoffen wie z.B. Alexa Fluor
488/568. Quantum Dots absorbieren mehr Licht, waraus eine intensivere Leuchtkraft
resultiert. Somit kann einerseits ein Signal mit geringerer Lichtintensitat erzeugt werden
(Larson, Zipfel et al., 2003) und andererseits konnen Biomolekiile von geringerer Menge
quantifiziert werden (Michalet, Pinaud et al., 2005). Trotz intensiver Lichteinwirkung sind
Quantum Dots sehr photostabil (Medintz, Uyeda et al., 2005). Das Signal hélt langer an,
wodurch wiederholte Analysen moglich sind (Rieger, Kulkarni et al., 2005). Trotz
Laserstimulation weisen Quantum Dots kein ,,Photoblaeching® auf, sodass keine Stoffe zur
Herabsetzung des Photobleaching notwendig sind (Wu, Liu et al., 2003). Dies macht
Quantum Dots ideal fir konfokale Mikroskopie (Lacoste, Michalet et al., 2000). Auch der
Hintergrund wirkt optisch klarer und heller wie bei herkdmmlichen Farbstoffen. Zum
Vergleich: Die Quantum Dots Streptavidin 655 nm, bei roter Emission, haben eine niedrigere
Autofluoreszenz und bessere biologische Ausleuchtung wie Alexa Fluor 568. Quantum Dots
haben keine toxische Wirkung auf Neurone (Chan, Maxwell et al., 2002; Ross, Grafham et
al., 2005) und beeinflussen das Wachstum der Zelle kaum (Jaiswal, Mattoussi et al., 2003).
Dies macht erneut die Stoffe zur Herabsetzung der Zytotoxizitat Gberfllissig. Ebenso erhalt
man ein unbeeinflusst, hohes Signal in Pufferlésungen (Immunfluoreszenz). Herkdmmliche
Farbstoffe konnen unterschiedliche Farben nicht gleichzeitig emittieren (Lin, Xie et al.,
2007). So sind verschiedene Lichtquellen und bestimmte Chemikalien (Pathak, Cao et al.,
2006) notigt, um unterschiedliche Farben sichtbar zu machen. Die Quantum Dot-
Konjugatenfamilie bendtigt nur eine einzelne Lichtquelle fiir die Erregung aller ihrer Farben.

Ein weiterer Vorteil der Quantum Dots ist, dass zur Fluoreszenz Mikroskopie weniger
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Filtersets notwendig sind, also nur ein einzelner Filterblock und der dazu passende
Emissionsfilter zur Erregung verwendet wird. Es gibt keine sogenannten ,,Red tails* wie bei
organischen Farbstoffen (Lin, Xie et al., 2007); dariiber hinaus auch kein ,,Uberlappen‘ von
angrenzenden Farben (Slotkin, Chakrabarti et al., 2007). Es kénnen vier Farben (Quantum
Dots, Streptavidin) simultan im Fluoreszenzmikroskop analysiert und dokumentiert werden
und weisen nur eine geringfiigige Uberlappung der verschiedenen Farben auf. Dazu kann eine
Arbeit von Giepmans, Deerinck et al., (2005) présentiert werden, in der untergeordnete
Zellbestandteile, wie Rezeptoren, Proteine, Molekiile und Antikdrper, simultan- und selektiv

unterscheidbar nach ihren Farben beobachtet werden kdnnen.
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1.6 Untersuchungsgegenstand der Arbeit

Seit der Erfindung von Quantum Dots, haben sich wissenschaftliche Gruppen weltweit neue
Methoden und Techniken erarbeitet, um Nervengewebe, Gliazellen und Pyramidenzellen fir
medizinisch-diagnostisch wichtige Fragestellungen darstellen zu kénnen. Dabei kombinieren
die Forschungsgruppen, ausgehend von verschiedenen Grundmethoden, eine dieser Methoden
mit einer neuen Substanz oder Technik. Zunachst einmal muss man sich veranschaulichen,
mit welcher Methode oder Technik der Fafrbstoff in das Neuron gebracht werden kann. Eine
sehr oft angewandte Methode ist die der Inkubation. Die Quantum Dots werden mittels
direkter oder indirekter rezeptorvermittelter Endozytose durch aktiven Transport in das
Neuron aufgenommen und zirkulieren frei oder verpackt in Endosomen und Vesikeln in der
Zelle. Das Prinzip der rezeptorvermittelten Endozytose wird immer wieder neu abgewandelt,
indem die zu endozytierende Farbesubstanz, hier, Quantum Dots in Peptid,- und
Lipidmolekile oder in Mizellen angereichert werden kénnen. Eine weitere Methode ist die
der photoelektrischen Stimulation mit Lasertechnik. Hierbei werden Neurone, die auf einem
Nanopartikelfilm gewachsen sind mit Laser stimuliert, um deren Depolarisation mit der
Voltage oder Current Clamp Technik als Signal abzuleiten. Eine selten eingesetzte und nicht
etablierte Technik beschreibt die direkte Lichtstimulation der Neurone, doch ist der genaue
Mechanismus und die durch temperatur,- oder lichtbedingten méglichen Schaden noch nicht
bekannt. Als eine invasive Methode gilt die multiphotonen-mikroskopische Darstellung.
Dabei werden Neuronen des Layers V in der oberflichlichen Zone des Kortex bei
anasthesierten und craniotomierten Mausen, mit Hilfe von GRIN-Linsen (Gradient Index),

dargestellt.

In dieser Arbeit werden alt bekannte Methoden, wie Mikroinjektion, unter zu Hilfenahme von
Patchclamptechnik (Pappas, Wickramanyake et al., 2007), und Elektroporation (Dorvee,
Derfus et al., 2004) mit einer neu entwickelten Subtanz, den Quantum Dots mit ihren positiv
optischen, physiologischen und chemischen Eigenschaften, kombiniert. So zielt diese Arbeit
maligeblich darauf ab, die viel versprechenden Quantum Dots, mit einer optimierten Technik,
die hier entwickelt werden soll, in Neurone zu bringen, um in der Nervenzelldarstellung neue
Wege und moglicherweise sogar einen Durchbruch fur die medizinische Diagnostik, zu

erlangen.
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Doch die Verwendung von Quantum Dots ist nur eingeschrankt maéglich, da sie eine Flle
von Eigenschaften und Probleme mit sich bringen, die bei der Arbeit mit ihnen beachtet
werden mussen. Da es in der Literatur Hinweise auf Aggregation gibt, kann die Konzentration
in der Patchpipette auf der einen Seite nicht beliebig hoch sein, jedoch da eine
Mindestkonzentration der gelosten Quantum Dots notwendig ist, um ein ausreichend starkes
Signal zu erhalten, muss auf der anderen Seite eine Mindestanzahl von Quantum Dots in
Losung gebracht werden. Ein bekanntes Phdnomen aus der Literatur, das so genannte
,Blinking*“ bei dem eine bestimmte Anzahl von Quantum Dots unvermittelt in einen
signallosen Zustand verféllt, muss hier auch beachtet werden. Auf Grund der anorganischen
Beschaffenheit der Quantum Dots, stellt sich hier die Frage nach einer moglicherweise
toxischen Wirkung auf die Neurone. Die Quantum Dot Corporation hat mittlereweile ein
ganzes Portfolio (Streptavidin, Biotin, Streptavidin-Arg-Quantum Dots und Q-tracks) an
verschiedenen Signalstofftragern im Angebot, worauf anhand von Versuchen, die am besten
verwendbare Farbesubstanz ermittelt werden sollte. Als erste Zielsetzung am Setup sollte
versucht werden geeignete Pyramidenneurone optisch zu isolieren, in Brucken- und ,,Current-
Clamp*““-Modus dem Widerstand und der Kapazitit der Elektrode abzugleichen, die ,,Cell-
Attached“-Konfiguration herzustellen, und anschlieend den Membranbereich unter der
Pipettenspitze zu durchbrechen. Nun sollte anhand des Patchvorgangs versucht werden,
einzelne Pyramidenneurone mit den Quantum Dots zu flllen. Verlief dies erfolgreich, sollte
versucht werden einzelne Axone oder basale und apikale Dendriten eines Pyramidenneurons
zu patchen, und mit Quantum Dots zu fillen, um noch feinere Strukturen sichtbar machen zu
kdnnen. Dieses Prozedere sollte bis hin zur eventuellen Darstellung von Spines gesteigert
werden, mit dem Ziel, neuartige Strukturen sichtbar zu machen. Als letzter Schritt sollte
versucht werden, die Patchtechnik soweit weiter zu entwickeln, dass es mdglich wird, die
Quantum Dots via Axone und Dendriten Uber mehrere Pyramidenneurone ja sogar Uber
mehrere Laminae des Kortex hinweg, anzureichern und sichtbar zu machen.

Da derzeit keine verdffentlichte Arbeit existiert, die sich mit der Kombination aus
Mikroinjektion mit Hilfe von Patchclamptechnik, Elektroporation und Quantum Dots befasst,

darf ich mich nach dem heutigen Kenntnisstand als Erstbeschreiber dieser Methoden ansehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Praparation der neokortikalen Hirnschnitte

Es wurden fir alle Experimente mannliche Albinoratten (Rattus norvegicus famillaris,
Zuchtreihe Sprague Dawley) verwendet. Zur Anfertigung der Schnitte wurden Tiere mit
einem Alter von 14-21 Tagen benutzt, da bei Tieren dieses Alters die erregenden Netzwerke
im Neokortex bereits ausgebildet sind (Sutor & Luhmann, 1995). Die Verwendung junger
Tiere bietet den Vorteil, dass deren Neurone unempfindlicher gegen Anoxie sind und leichter
mit der Patch-Clamp-Technik abgeleitet werden konnen, als die von erwachsenen Ratten.

Die Tiere wurden mit Isofluran narkotisiert und dann dekapitiert. Alle weiteren
Préparationsschritte erfolgten unter gekihlter (2-4°C) und mit Carbogen (95 % O,/5 % COy,)
gesattigter kunstlicher Cerebrospinalflissigkeit (ACSF, Zusammensetzung (mM): NaCl 125;
KCI 2,5; NaH,PO, 1,25; MgCl; 1; Glukose 25; NaHCO; 25; CaCl,; pH 7,38). Sie wurden
rasch und mit &uBerster Vorsicht durchgefiihrt, um das Gehirn weder durch Beriihrung noch
durch Druck zu schadigen. Mittels einer Schere wurde mit einem sagittal gefiihrten Schnitt
durch die Kopfhaut der Schadel freigelegt. AnschlieBend folgten zwei Transversalschnitte
von kaudal und ein flach geflhrter Sagittalschnitt entlang der Mittellinie nach rostal. Die so
eroffnete Schadelkalotte wurde mit der Knochenzange nach beiden Seiten bis zum Bregma
abgehoben. Das Gehirn konnte nun, nach der Durchtrennung der Nervi optici und des
verlangerten Rickenmarks, mit einem gerundeten Spatel aus dem Schadel herausgeltst
werden. Nach grindlicher Kthlung (1-2 min) wurde das Gehirn mit der Basis nach unten auf
ein mit ACSF getréanktes Filterpapier gelegt. Durch einen Sagittalschnitt ungefahr 3 mm von
der Mittellinie mit einer in Aceton und Ethanol gereinigten Rasierklinge wurde nun die
Schnittflache hergestellt, mit der der Gehirnblock spater auf einen Plexiglasquader geklebt
wurde. Die andere Hirnhélfte, das Kleinhirn, der frontale Teil des Endhirns sowie das basale
Gehirn wurden abgetrennt. Nachdem der Gehirnblock mit Cyanoacrylatklebstoff auf einen
Plexiglasquader aufgeklebt und in ein mit ACSF gefulltes Schneidegefal? tberfiihrt worden
war, wurden mit einem Vibratom (FTB, Mayer) 300 um dicke Sagittalschnitte angefertigt
(Klingen: Vibratom Blades, TIM Itd.). Die fertigen Hirnschnitte wurden mit dem weiten Ende

der Pasteurpipette in GefaRe mit Carbogen geséttigter ACSF berfihrt und ungefahr 20 min.
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bei 34 °C inkubiert. AnschlieRend wurden sie bis zur Uberfilhrung in die Ableitkammer bei

einer Raumtemperatur von 22-24 °C aufbewahrt.

2.2 Infrarot-Videomikroskopie

Mit Hilfe der Infrarot (IR)-Videomikroskopie kdnnen Soma, Dendrit und Axon einzelner
Nervenzellen im lebenden Hirnschnitt sichtbar gemacht werden (Mac Vicar, 1984; Dodt &
Zieglgansberger, 1990; Dodt & Zieglgansberger, 1994; Abbildung 6). Das grundlegende
Prinzip besteht darin, dass energiearmes IR-Licht biologisches Gewebe leichter durchdringt,
als sichtbares Licht. Die Verwendung von langwelligem Licht hat einen Verlust von
raumlicher Auflésung zufolge, die jedoch in Kauf genommen werden kann, da entsprechend
feine Strukturen auf Grund des geringen Kontrastes in ungeférbten Praparaten ohnehin nicht

ausgemacht werden kénnen.

A
Videokamera
' 0000 l
Dichroitischer
Quarzfaser Spiege

=]
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Gradientens
kontrast

NG

Oszilloskop

Abbildung 6 ,,Whole-Cell”-Ableitung in neokortikalen Hirnschnitten der Ratte. Schematische Darstellung
des Versuchsaufbaus. Verandert nach Eder (2000).
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Durch einen zwischen Halogenlampe und Kondensor positionierten Infrarot-Interfernzfilter
(Bandpassfilter Amax_ = 780 +/- 50 nm) gelangte IR-Licht mit einer Wellenlange von 780 +/-
50 nm in den Strahlengang des Mikroskops (Axioskop FS, der Fa. Zeiss). Das Mikroskop war
mit einem Ol-Immersionskondensor (numerische Apertur 1,4; Zeiss) und einem 60X Wasser-
Immersionsobjektiv  (numerische Apertur 0,9; Olympus) ausgestattet. Durch einen
Strahlenteiler wurde das Bild gleichzeitig auf zwei infrarotsensitive Videokameras
(Hamamatsu) projiziert. Ein zwischen Mikroskop und Videokamera positionierter
VergroRerungstubus vergroRerte das Bild flr eine der beiden Kameras um den Faktor 4. Eine
Verstarkung des Kontrastes wurde zum einen durch eine in den Videokameras eingebaute
Kontrastverstarkung und zum anderen durch ein neu entwickeltes Gradientenkontrast (GC)-
Verfahren (Dodt, Eder et al., 1999) erreicht. Das Prinzip dieser Technik ist die Minimierung
von Streulicht und die Erzeugung eines Beleuchtungsgradienten in zwei orthogonalen
Richtungen. Im Vergleich zum Differential-Interferenzkontrast nach Nomarski (DIC) wird
mit dem Gradientenkontrast (Abbildung 6) eine um ungefahr 50% groRere
Visualisierungstiefe im Schnitt und ein sehr viel héherer Kontrast erreicht. Da fir das GC—
System keine optischen Elemente zur Kontrastverstarkung hinter dem Objektiv plaziert
werden mussen, gelangt auch bei hohen VergrolRerungen geniigend Licht in die Videokamera.
Die Videobilder wurden auf zwei schwarz-wei3-Monitoren sichtbar gemacht. Sie konnten mit
Hilfe von Videorekordern (Panasonic) aufgezeichnet werden. Wéhrend oder nach dem
Experiment konnten die Bilder entweder auf einem Thermo-Videoprinter (Panasonic)
ausgedruckt oder Uber ein Digitalisierungssystem (Argus-20, Hamamatsu) direkt von einem
Computer  weiterverarbeitet ~ werden.  Dadurch  konnten  elektrophysiologische

neuroanatomische Daten miteinander korreliert werden.

2.3 Elektrophysiologie

2.3.1 Versuchsaufbau

Das verwendete Infrarot-Mikroskop war fiur die elektrophysiologischen Experimente mit
einem System motorisierter Mikromanipulatoren (Luigs & Neumann) ausgestattet. Somit
konnten das Mikroskop, die Patch-Pipette und eine Stimulationselektrode unabhdngig
voneinander in allen drei Freiheitsgraden bewegt werden. Fir die Ableitung wurden die

Hirnschnitte nach brauchbaren Neuronen durchsucht und der apicale Dendrit identifiziert.
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Wihrend der Versuche wurde eine Ableitkammer vom ,,submerged“-Typ (Alger, 1984)
verwendet, die fir die Vitalitdt der Schnitte und fir die Ganzzellableitung vorteilhaft ist
(Blanton, Lo Turco et al., 1989). Am Kammerboden diente ein mit dinnen Nylonfaden
bespannter Platinrahmen (Grid) zur Fixierung der Hirnschnitte.

Eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Neurone in der Kammer wurde mit Carbogen-
gesattigter ACSF-Losung gewéhrleistet. Der Zufluss aus einem Vorratsgefal3 erfolgte mittels
Schwerkraft und wurde auf einen Wert von ca. 3 ml pro Minute eingestellt. Der Abfluss
erfolgte ebenfalls mittels Schwerkraft. Bei einem Teil der Patchvorgangen wurde die
Elektroporation als zusatzliche Technik angewandt. In diesen Fallen wurde die Carbogen-
gesattigte ACSF-Ldsung zundchst auf 34 °C erwérmt und dann erst in die Ableitkammer
geleitet. Nachdem im Hirnschnitt fiir die Ableitung brauchbare Neurone (plastisch wirkende
Zellen mit einer glatten Membran) ausgewahlt worden waren, konnte mit dem Patchvorgang

begonnen werden.
2.3.2 Ganzzellableitung

Mit der ,,Patch-Clamp“-Technik (Stuart et al., 1993) erfolgte die Ableitung einzelner Lamina
V-Pyramidenneurone des somatossensorischen Neokortex der Ratte. Der Vorteil dieser
Methode gegenuber der Ableitung mit scharfen Mikroelektroden besteht vor allem in dem
sehr hohen Abdichtungswiderstand zwischen der Pipettenspitze und der Zellmembran im
Bereich von G Ohm (,,Giga-seal). Das daraus resultierende gute Signal/Rausch-Verhaltnis
ermoglicht die Messung sehr kleiner Strome beziehungsweise Potentialanderungen. Als
Beispiel sei die Ableitung von Einzelkanalstromen an einem Membranfleck (,,Patch®) genannt
(Neher, Sakmann et al., 1978). Weiterhin kann die elektrische Aktivitat ganzer Zellen in der
so genannten ,,Whole-Cell“-Konfiguration gemessen werden (Blanton, Lo Turco et al., 1989;
Edwards, Konnerth et al., 1989). Da fiur die Ganzzellableitung normalerweise niederohmige
Pipetten verwendet werden, konnen der Pipettenldsung zugesetzte Stoffe/Pharmaka in die
Zelle diffundieren. Dies ermdglicht zum Beispiel eine intrazellulare Anreicherung mit den
unterschiedlichsten Farbstoffen, deren Ausbreitung im Axon oder Dendriten fir mehrere 100
pum visualisiert werden kann. Aber auch eine Blockade von lonenkanélen oder eine Pufferung
von Ca”*-lonen durch Komplexbildner ist méglich. In der vorliegenden Arbeit wurden alle
Ableitungen in der ,,Whole-Cell“-Konfiguration durchgefihrt.
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Pipette

Rs

Membranfragmente

Abbildung 7 Ersatzschaltbild der Ganzzellableitung

Nach dem Durchbrechen der Membran erhélt man die ,, Whole-Cell“-Konfiguration. Dabei werden
Membranfragmente und anderes Zellmaterial in die Néhe der Pipettemiindung gesaugt, was dem
Serienwiderstand Rs erhdht. Rm Membranwiderstand, Cm Membrankapazitat. Verandert nach
Numberger und Draguhn, (1996).

2.3.3 Pipetten

Aus Borosilikatglas-Kapillaren mit Innenfilament (Clark, Elektromedical Instruments)
wurden die Pipetten mit einem Horizontalziehgerat (DMZ-Universalpuller, Zeitz) angefertigt
und hitzepoliert. Der Innendurchmesser der Kapillaren betrug 0,86 mm, der
AuBendurchmesser 1,5 mm. Durch Verdnderung verschiedener Parameter am Ziehgerét
konnten der Spitzendurchmesser und die Spitzenform der Pipetten fir die jeweilige

Anwendung optimal eingestellt werden. Die Intrazellularlosung hatte folgende
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Zusammensetzung (in mH): K+-Gluconat 130; KCL 5; HEPES 10; EGTA 0,5; Mg-ATP 2;
Glucose 5. Der ph-Wert wurde mit 1 molarer KOH auf 7,2 eingestellt. Die Osmolaritét betrug
260-270 mosM (Andreasen & Hablitz, 1994). Fir die Ableitungen der Neurone am Soma
betrugen die Gleichstromwiderstdnde der geflllten Pipetten 4-7 M Ohm. Somit ergibt sich

ein Spitzendurchmesser von ungefahr 1 um.

2.3.4 Die Etablierung der Ganzzellableitung

In der ,,Whole-Cell“-Konfiguration wurden die Neuronen entweder im Briicken- oder im
,»Voltage-Clamp“-Modus abgeleitet. Dazu waren die mit Intrazellularlosung gefllten
Pipetten ber einen chlorierten Silberdraht mit dem Verstarker (SEC 1L, Firma npi, Tamm)
elektrisch verbunden. Der Stromkreis war Uber ein Silber/Silberchloridplattchen im Bad
angeschlossen. Die abgeleiteten Potentiale (Brickenmodus) beziehungsweise Strome
(,,Voltage-Clamp“-Modus) wurden mit einem AD-Wandler (ITC 16, HEKA) digitalisiert und
mit einem Macintosh-Computer und der entsprechenden Software (Pulse, HEKA)
veranschaulicht und aufgezeichnet. Der verwendete Verstarker arbeitet nach dem Prinzip des
diskontinuirlichen Einzelelektroden-“Voltage-Clamp*“-Verfahrens (dSEVC, “discontiuous
singel electrode voltage clamp®). Dies bedeutet das der Verstirker zyklisch zwischen
Spannungsmessung und Injektion des Kompensationsstroms wechselt. Der Vorteil gegentiber
konventionellen “Patch-Clamp“-Verstarkern besteht darin, daf? die Spannungsmessung echt
ist, das heit das Membranpotential entspricht real dem eingestellten Haltepotential. Nachdem
der Hirnschnitt nach einem fur die Ableitung und Patchvorgang geeigneten Neuron
durchsucht worden war, wurde die Ableitkammer um ungefdhr 1 mm abgesenkt und die
Pipettenspitze in die Fokalebene auf einen Punkt in die Bildmitte positioniert. AnschlieRend
wurde die Elektrode zuriickgezogen, der Hirnschnitt mit der Ableitkammer wieder angehoben
und das abzuleitende Neuron bei maximaler Vergrof3erung auf diesen Punkt scharf gestellt.
Durch langsames Wiedervorfahren der Ableitelektrode gelangte die Pipettenspitze in die
unmittelbare Nahe der Nervenzelle. Um ein Verstopfen der Pipette im Hirnschnitt zu
verhindern, wurde Initial ein positiver Druck (ca. 10 cm H,0) angelegt. Die Druckdosierung
erfolgte extern Uber eine 100 ml-Spritze und einen Druckluftregler. Nachdem im Briicken-
und ,,Current-Clamp“-Modus der Widerstand und die Kapazitat der Elektrode abgeglichen
worden waren, wurde die Pipette vorsichtig der Zellmembran angendhert, mit langsam starker

werdenden negativen Druck die ,,Cell-Attached“-Konfiguration hergestellt und anschlie}end
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der Membranbereich unter der Pipettenspitze durchbrochen. Der niedrige Zugangswiderstand
zwischen Elektrode und Neuron erlaubte die freie Passage von lonen. Anschliefend wurden
der Serienwiderstand und die Serienkapazitdt abgeglichen und die Strom-Spannungs-
Kennlinie aufgezeichnet. Dieser Zustand wurden 1-3 Minuten abgewartet, um dann mit dem
Patchvorgang fort zu fahren. Die meisten Ableitungen/Patchvorgage wurden bei

Raumtemperatur (22—24 °C) durchgefihrt. Bei Abweichungen wird dies konkret geduliert.

2.3.5 Patchvorgang und Farbstoffinjektion

Die ,,Whole-Cell*“-Konfigaration wurde fir 1-3 Minuten belassen, um die Zelle in einen
elektrophysiologisch stabileren Zustand zu Uberfuhren. Der Farbstoff (Quantum Dots)
gelangte nun durch passive Diffusion von der Pipette in den Intrazellularraum. Dieser Zustand
wurde fir 10 bis 15 Minuten beibehalten. Nach Ablauf von mindestens 10 Minuten wurde die
Pipette vorsichtig zuriickgezogen. Die zweite Patch-Technik, die zur Anwendung kam,
unterschied sich von der Beschriebenen nur darin, dass, nachdem Initial ein positiver Druck
(ca. 10 cm H,0) angelegt worden war, der Farbstoff (Quantum Dots) mit einem positiv
gehaltenen Druck von 10-15 cmH,O aktiv in die Nervenzelle injiziert wurde. Daraufhin
wurde auf einer Skizze die exakte Stelle des Patchvorgangs notiert, um spater weniger
Probleme beim Auffinden der Zelle im histologischen Schnitt zu haben.

2.3.6 Tippfilling

Bei dieser angewandten Technik wurde die Spitze der frisch gezogenen Pipette zundchst mit
der unter 2.3.3 beschriebenen Intrazellularlésung, mit 2-5 pl angefiillt. Daraufhin wurde die
Pipette mit der unter 2.3.7 beschriebenen Patchlésung angefiillt und in die Headstage
eingespannt. Ziel war es, mit der in der Pipette vorgeschalteten Intrazellularlésung, ein
angefarbtes Pyramidenneuron ohne den obligaten Hof als Signal zu erzielen. Auch hier wurde
die ,,Whole-Cell“-Konfigaration fir 1-3 Minuten belassen, um die Zelle in einen
elektrophysiologisch stabileren Zustand zu Uberfuhren. Der Farbstoff (Quantum Dots)
gelangte nun durch passive Diffusion von der Pipette in den Intrazellularraum. Dieser Zustand
wurde fur 10 bis 15 Minuten beibehalten. Nach Ablauf von mindestens 10 Minuten wurde
Pipette vorsichtig zuriickgezogen.
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2.3.7 Patchldsung

Die Patchlosung wurde fir jeden Versuchstag neu angesetzt. Es wurden 2 pl Quantum Dots
(Streptavidin, Biotin, oder Q-tracks) in 200 ul Ringerlésung mit Hilfe eines Schittlers gelost.
AnschlieBend wurde die Lésung in einer Zentrifuge fiir 10 min. bei 12000 Umdrehungen/min.
zentrifugiert. Beim Patchvorgang wurde jede einzelne Pipette mit einer Diabetikerspritze, die
mit einem Filter von einer PorengroRe von 0,5 um bestlickt war, mit der Quantum Dots-

Losung angefillt.

2.4 Andere angewandte Techniken

2.4.1 Elektroporation

Elektroporation wurde bereits oft zur Applikation von DNA, RNA, Proteinen, und
Farbesubstanzen in Zellen von Zellkulturen, Hirnschnittkulturen und kirzlich auch in vivo
eingesetzt (Teruel, Blanpied et al., 1999; Haas, Sin et al., 2001; Inoue & Krumlauf, 2001; Rae
& Levis, 2002; Rathenberg, Nevian et al., 2003). Diese Technik macht sich einen oder
mehrere kurze Stromimpulse zu Nutze, um das dielektrische Feld der Zellmembran
zusammen brechen zu lassen (Tryfona & Bustard, 2006). Dabei entstehen Poren, (De Bruin &
Krassowska, 1999; Krassowska & Filev, 2007) die unselektiv fur kleine Molekiile und lonen
(De Bruin & Krassowska, 1999; Golzio, Teissie et al., 2002) als auch fir Quantum Dots
durchlassig werden, und dabei dem elektrochemischen Gradienten nach, in die Zelle
transportiert werden (Teruel & Meyer, 1997; Neumann, Toensing et al., 1998; Ryttsen, Farre
et al., 2000). Dies kommt durch einen kurzzeitigen Zusammenbruch des Membranpotentials
zu Stande (De Bruin & Krassowska, 1999), der sich erst wieder nach dem Verschluss der
Poren erholt (Ryttsen, Farre et al., 2000).

Fur die Technik der Elektroporation (Strominjektion) wurde ein Single-Pulsestimulator
(Firma: LA Macdonald, Isolated Modell 2100) verwendet. Auch hier wurde die Kammer mit
einer Carbogen- gesattigten ACSF Losung durchspdilt, nur dass bei dieser Versuchsanordnung
zusatzlich diese Losung mit einer Heizung auf 34 °C erwdrmt wurde, um eine Verbesserung
der Diffusion zu erzielen. Eine dinne Mikroelektrode, die kurz vor der Spitze in der Pipette
endete, war der Ubertrager der Stromimpulse. Nachdem im Hirnschnitt eine fir die

Elektroporation geeignete Zelle ausfindig gemacht worden war, wurde die Pipette langsam
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und vorsichtig der Zelle gendhert. Auch hier wurde auf die Spitze der geflllten Pipette mit
dem Druckluftregler initial ein positiver Druck von 10 cmH,0 ausgeiibt, um dem Verstopfen
der Pipette vorzubeugen und um den geeigneten Abstand der Pipette zur Zelle leichter wéhlen
zu kénnen. Der Abstand lag im Bereich < 1 um, und der positive Druck auf der Pipette war an
einer leicht konkaven Verformung der Zellwand zu erkennen. Die Einstellung des
Pulsstimulators wurde auf 200 Hz. (1 ms Impuls, 4 ms Verzégerung, Pulsdauer: 1 sec.) und
eine Amplitude zwischen 5 und 10 V gewahlt, da sich mit diesen Werten die besten
Ergebnissen erzielen lieRen (Nevian & Helmchen, 2007). Bei kleineren Zellen wurden eher
Werte um 6 V, bei groReren Zellen eher > 8 VV gewahlt. Nach Abgabe eines Stromimpulses,
der auf der Oberflache der Zellwand genau durch kleinere Erschiitterungen zu erkennen war,
wurde die mit Quantum Dots aufgefillte Pipette fir 5 min. auf die Zelle gerichtet stehen
gelassen. Der Theorie nach bewirken die Stromimpulse eine Auflockerung der Molekiile in
der Zellwand, was wiederum den Eintritt der Quantum Dots in den intrazellularen Raum

ermoglicht.

2.5 Histologie

Die Gehirnschnitte wurden nach dem Patchvorgang aus der Ableitkammer enthommen und
fur eine Nacht in 4 % Formalin-Ringerlosung gekihlt. Am darauf folgenden Tag wurden die
Schnitte in 40 %, 60 %, 75 %, 96 % und 100 % Alkohol schrittweise entwassert.
Methylsalicylat, ein Klarmittel oder auch Xylol wurde verwendet um die Schnitte zu klaren.
Die Schnitte wurden darauf mit dem Depex oder Ethellan infiltriert und auf Objekttragern

»eingedeckelt®.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist, Moglichkeiten zu suchen, Pyramidenzellen aus dem Kortex in Lamina
V mit neu entwickelten Substanzen wie ,,Quantum Dots* darzustellen. Das erste Ziel hierbei
ist, das Soma eines Neuronen mit der jeweiligen Substanz zu fullen und in histologischen
Schnitten Uber einen langeren Zeitraum (Monate bis Jahre) sichtbar zu machen. Im weiteren
wird in dieser Studie untersucht, inwieweit sich ebenso Axon, apikale und basale Dendriten
nachvollziehbar anfarben lassen. Zuletzt wird die Erfassungsmoglichkeit der Konnektivitat
verschiedener Pyramidenneuronen aus unterschiedlichen Layern nach qualitativen und

quantitativen Gesichtspunkten hin untersucht.

3.1 Auswahlkriterien der Pyramidenzellen

Die im Folgenden dargestellten histologischen Befunde wurden an 52 Pyramidenneuronen
erhoben. Dabei erfolgte die Auswahl der einzelnen Neurone nach den Kriterien, GroRe,
Morphologie und rédumlicher Lage, um ein besser reprasentierbares und einheitlicheres
Ergebnis erzielen zu konnen. Die Neurone entstammten aus dem Kortex in Lamina V, von
einer 14-20 Tage jungen, weiblichen oder ménnlichen Ratte. Hierzu wurden histologische
Schnitte angefertigt, aus denen wiederum mit Hilfe eines Fluoreszens-Mikroskops und einer
Digitalkamera verschiedene Aufnahmen von den Pyramidenneuronen gewonnen werden
konnten. Elektrophysiologisch musste das Ruhemembranpotential des Neurons negativer als -
60 mv sein. Weiterhin musste das Aktionspotential bei den somatischen Ableitungen eine
Amplitude von mehr als 65 mv besitzen. Vergleichbare Kriterien werden auch von anderen
Arbeitsgruppen verwendet (Burgard & Hablitz, 1993; Conti, Reale et al., 1994; Gottlieb &
Keller, 1997).
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3.2 Histologische Auswertung

Eine mikroskopische Betrachtung der histologisch angefertigten Hirnschnitte erfolgte unter zu
Hilfenahme eines Fluoreszens-Mikroskops. Die Pyramidenzellen wurden mehrmals nach
morphologischen und  klassifizierbaren  Kriterien mit optisch  unterschiedlichen
VergrolRerungen beurteilt. Die Kriterien sind: Qualitdt des Neurons, Farbintensitat,
Ausdehnung der Anfarbung bei Dendriten und Spines, Kontrast der Nervenzelle zum
Hintergrund und Konstellation zu weiteren Pyramidenzellen im Umfeld. Eine allgemeine,
morphologische Klassifikation der Neuronen wird im spateren Teil des Kapitels Ergebnisse
prasentiert. Die endgultigen Aufnahmen der Bildausschnitte wurden mit einer mikroskopisch

gekoppelten Digitalkamera (Sony, SFX 8S) gewonnen.

3.3 Uberblick der Farbesubstanzen

Quantum Dots Streptavidin 655 nm Konjugate
Quantum Dots Biotin 655 nm Konjugate
Quantum Tracks 705 nm Konjugate
Neurobiotin

Streptavidin-Arg9

Sulforhodamine
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3.4 Morphologische Klassifikation der Pyramidenzellen

Neokortikale Pyramidalzellen wurden bereits vielfaltig aufgrund ihrer morphologischen,
elektropysiologischen und immunhistochemischen Kriterien klassifiziert (Cobas, Welker et
al., 1987; Bayraktar, Welker et al., 2000; Peters, Moss et al., 2000). Die morphologischen
Zelltypen konnen aufgrund der Zellkdrperform (Cobas, Welker et al., 1987) des
Dendritenbaumes (Feldman & Peters, 1978) oder ihres axonalen Verzweigungsmusters
Klassifiziert werden (Jin, et al., 2001). Die hier vorgelegten Ergebnisse basieren auf einer
Betrachtung des Zelltyps, der ZellgréRRe, und der Zahl der abgehenden Dendriten. Weiterhin
wurden als nichtnumerische Eigenschaften der Neurone die Zellkdrperform und Qualitét des
Neurons, Farbintensitat, Ausdehnung der Anfarbung bei Dendriten und Spines, Kontrast der
Nervenzelle zum Hintergrund und Konstellation zu weiteren Pyramidenzellen im Umfeld,
beurteilt. Fur  die  Einteilung in  Subpopulationen  bzw.  Typen  von
Interneuronen/Pyramidenzellen wurde hier eine Einteilung nach (Cobas, Welker et al., 1987;
Bayraktar, Welker et al.,, 2000) herangezogen, die in den folgenden schematischen
Abbildungen grafisch verdeutlicht werden.

Bipolare Neurone (single or bitufted) kénnen in mehrere Subtypen unterteilt werden. Die
Somata aller Subtypen lassen zwei gegentberliegende Pole erkennen, die Ausgangspunkt fr
die Verzweigung von Dendriten sind. Folgende Zelltypen kdnnen aufgrund der dendritischen
Morphologie unterschieden werden.

1)

a) Einfach bipolar: Dem ovoiden Soma entspringt jeweils ein langer Dendrit und diese
verzweigen sich entweder nicht oder erst in weiterer Entfernung vom Zellkérper in

Dendriten héherer Ordnung.
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b) Einzeln verzweigt: Ein Dendrit entspringt einem Pol des Somas, wahrend ein weiterer oder

auch mehrere dem anderen Pol entspringen und sich in der Ndhe Somas weiter verzweigen.

Doppelt verzweigt: Zwei oder mehrere Dendriten entspringen den beiden Polen und

verzweigen sich in der N&he des Somas.

Modifizierte bipolare Zellen entsprechen den Kriterien von a) bis c), weisen aber zusétzlich

seitlich einen kleinen Dendriten auf.

2.) Multipolare Zellen: Das Soma ist eher rundlich und mehrere Dendriten haben

unterschiedliche Ursprungsstellen am Soma.

3.) Tropfenformige Zellen: Ein dicker Dendrit entspringt dem Pol des Somas, wahrend
andere, kleinere Dendriten der gegenuberliegenden Seite entspringen (,,bulb® und ,,radish*
nach (Cobas, Welker et al., 1987).
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4.) Trianguldre Zellen: Ein Hauptdendrit verzweigt sich von einem Pol des anndhernd

dreieckigen Somas, wéhrend zwei weitere den zwei gegenuberliegenden Polen entspringen.

5.) Nicht klassifizierbare Zellen: Seltene, aufgrund des Somas und der Dendriten nicht

~

klassifizierbare Zellen.
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3.5 Abbildungen

Abbildung Nr. 8 zeigt ein isoliert dargestelltes Pyramidenneuron vom bipolaren Typ, in
Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Das Signal der Farbesubstanz ist kréftig und
leuchtend. Trotz des ebenso relativ starken Signals perineuronal, ist die Form und Kontur des
Neurons gut erkennbar. Der Ausschnitt der Blende ist relativ klein gewahlt, um eine zu starke
Ausleuchtung des umliegenden Bereichs und damit eine zu starke Herabsetzung des Signals
zu verhindern. Das im Zentrum liegende Soma zeigt die typische Form eines Neurons mit
angedeutetem basalen Hof, apikalen und basalen Dendriten. Beide Dendriten (apikal und
basal) weisen zur Peripherie hin eine deutliche Verjingung auf. Auch das Signal wird
geringfugig schwécher. Bei dieser Aufnahme wurde die Patchclamptechnik angewendet,
wobei ein leicht positiver Druck (12 cm H,0) auf der Pipette initial gewahlt wurde und nach

dem ,,Attached Modus* die QDs durch passive Diffusion in das Zellsoma appliziert wurden.

Abbildung 8 Pyramidenneuron bipolar

Verwendete Substanz: QDs, Streptavidin 655 nm, 18.12.2003
n: Pyramidenneuron
a: apikaler Dendrit

b: basaler Dendrit
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Abbildung Nr. 9 zeigt drei verschiedene Pyramidenneurone in Lamina V aus dem Kortex
einer jungen Ratte, wovon zwei innerhalb der Fokusebene zum Liegen kommen und eines
aullerhalb angeordnet ist. Trotz der verschobenen Focusebene ist das Soma des
Pyramidenneurons z gut zu erkennen, was der starken Leuchtkraft der QDs zu verdanken ist.
Zentral ist hier eine begonnene Zellkernlyse zu beobachten. Das Pyramidenneuron x hat eine
typische trapezartige Form mit apikal verlaufendem Dendriten und gehdrt zum Typ der
monopolaren Zellen. Das Pyramidenneuron n gehort der Einteilung nach zum Typ der
bipolaren Zellen. Deutlich ist jeweils ein Dendrit nach apikal und nach basal verfolgbar, die
Zellgrenze ist nach auf3en hin relativ scharf begrenzt und das Soma macht einen homogenen
Eindruck. Bei dieser Aufnahme wurde die Patchclamptechnik verwendet, wobei ein leicht
positiver Druck (10 cmH20) initial gewahlt wurde und nach dem ,,Attached Modus* die QDs
mit einem starkeren Druck (ca. 15-20 cm H,0) durch die Pipette in das Soma appliziert

wurden.

Abbildung 9 Pyramidenneurone monopolar und bipolar

Verwendete Substanz: QDs, Biotin 655 nm, 28.01.2004
X: trapetzférmiges Neuron
n: Pyramidenneuron mit: a: apikaler Dendrit, b: basaler Dendrit

z: Zellkernlyse
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Abbildung Nr. 10 zeigt ein von Glia umgebenes, sternformiges Neuron vom Typ der
multipolaren Zelle in Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Der Ausschnitt der
Blende ist relativ grofl gewahlt, um das Umfeld der in Zentrum liegenden Nervenzelle zu
veranschaulichen. In einiger Entfernung sind noch weitere Zellen auszumachen. Das Signal
der angeféarbten Zelle ist kréftig, bildet einen deutlichen Kontrast zur Zellperipherie und ist
auch bei einem der Dendriten langer nachverfolgbar. Die Zelle weist zwei apikale und drei
basale Dendriten auf, wovon die zwei apikalen aber nur angedeutet sind. Die basalen
Dendriten bl, b2, b3 sind deutlich erkennbar, wovon der Dendrit b1 Gber min. 40 um zu
verfolgen ist. Bei dieser Aufnahme wurde die Patchclamptechnik verwendet, wobei ein leicht
positiver Druck (10 cm H0) initial gewahlt wurde und nach dem ,,Attached Modus* die QDs
mit einem starkeren Druck (ca. 15-20 cm H,0O) durch die Pipette in das Soma appliziert

wurden.

Abbildung 10 Multipolares Pyramidenneuron

Verwendete Substanz: QDs, Biotin 655 nm, 28.01.2004
n: Pyramidenneuron

a: apikale Dendriten

b: basale Dendriten (b1-b3)

x: Uberreste der lysierten Zelle
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Abbildung Nr. 11 zeigt ein isoliert, dargestelltes Pyramidenneuron vom trianguldaren Typ in
Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Klar ersichtlich sind bei dieser Aufnahme zwei
basale Dendriten, die der Lange des Neurons entsprechen bzw. sich scharf begrenzt erst nach
uber 40 um in der Peripherie verlieren. Der apikale Hauptdendrit in diesem Fall ist nur zu
erahnen und wurde beim Patchvorgang nicht angefarbt. Das Signal der Férbesubstanz ist
kraftig und leuchtend. Trotz des ebenso relativ starken Signals perineuronal ist die Form und
Kontur des Somas gut erkennbar. Der Ausschnitt der Blende ist relativ klein gewahlt, um eine
zu starke Ausleuchtung des umliegenden Bereichs und damit eine zu starke Herabsetzung des
Signals zu verhindern. Beide Dendriten weisen zur Peripherie hin eine deutliche Verjlingung
auf. Auch das Signal wird geringflgig schwacher. Bei dieser Aufnahme wurde die
Patchclamptechnik verwendet, wobei ein leicht positiver Druck (bis 15 mm H,0) initial
gewdhlt wurde und nach dem ,,Attached Modus* die QDs mit einem stdrkeren Druck (ca. 15-

20 cm H,0) durch die Pipette in das Soma appliziert wurden.

Abbildung 11 Pyramidenneuron triangulér

Verwendete Substanz: QDs, Biotin 655 nm, 28.01.2004
n: Pyramidenneuron

b: basale Dendriten (b1-b2)
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Abbildung Nr.12 zeigt ein isoliert, zentral angeordnetes Pyramidenneuron vom monopolaren
Typ in Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Das Signal der Farbesubstanz ist kraftig
und leuchtend, beinah zu leuchtend, so dass die normale und plastische Oberflachengestalt
des Neurons verloren geht und sich hier nur eine sehr homogene Zelloberflache zeigt. Das
Soma weist die typische Pyramidenform auf. Basal ist hier der kraftig verlaufende Dendrit zu
verfolgen, der sich zur Peripherie hin verjiingt und das Signal deutlich herabsetzt. Besonders
interessant an dieser Aufnahme ist aber, die sichtbare Stelle, an der die Spuren der mit Q-
tracks angefullten Patchpipette, durch das Ein- und Ausbringen der Pipette in das Gewebe,
eine horizontale Linie auf dem rechten Bildrand, auszumachen sind. Bei dieser Aufnahme
wurde die Patchclamptechnik angewendet, wobei ein leicht positiver Druck (10 cm H;0) auf
der Pipette initial gewahlt wurde und nach dem ,,Attached-Modus* die QDs durch passive

Diffusion in das Zellsoma appliziert wurden.

Abbildung 12 Pyramidenneuron monoplar

Verwendete Substanz: Q-tracks 705 nm, 30.01.2004
n: Pyramidenneuron
b: basaler Dendrit

p: Pipettengang

36



Kapitel 3: Ergebnisse

Abbildung Nr. 13 zeigt ein isoliert, zentral angeordnetes Pyramidenneuron vom bipolaren
Typ in Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Das Signal der Farbesubstanz ist kraftig
und leuchtend. Trotz des ebenso relativ starken Signals perineuronal, ist die Form und Kontur
des Neurons gut erkennbar. Der Hof ist auf der linken Seite starker ausgepréagt als auf der
rechten Seite. Das Soma der Zelle wirkt plastischer und nicht so zweidimensional wie bei
Aufnahme Nr. 12. Das im Zentrum liegende Soma zeigt die typische Form eines Neurons mit
angedeutetem basalen Hof, apikalen und basalen Dendriten, die der Lange des Neurons
entsprechen. Beide Dendriten (apikal und basal) weisen zur Peripherie hin eine deutliche
Verjungung auf und auch das Signal wird geringfligig schwacher. Bei dieser entstandenen
Aufnahme wurde die Patchclamptechnik angewendet, wobei ein leicht positiver Druck (12 cm
H,0) auf der Pipette initial gewahlt wurde und nach dem ,,Attached-Modus* die QDs durch

passive Diffusion in das Zellsoma appliziert wurden.

Abbildung 13 Pyramidenneuron bipolar

Verwendete Substanz: QDs, Streptavidin 655 nm, 02.02.2004
n: Pyramidenneuron
a: apikaler Dendrit

b: basaler Dendrit
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Abbildung Nr. 14 zeigt ein isoliert, tropfenférmiges Pyramidenneuron vom monopolaren Typ
in Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Bei diesem Patchvorgang gelang es
offensichtlich moglichst wenig QDs im peripheren Nervengewebe zu verteilen, so dass sich
das Signal nahezu ausschlieBlich auf das Neuron begrenzt (siehe Tippfilling Matherial und
Methoden). Nach apikal zeigt sich ein Hof, die Oberflaiche des Somas hat eine plastische
inhomogene Oberflache und es lasst sich im oberen Bereich die Zellwand deutlich als
Barriere zum Extrazellularraum abgrenzen. Basal ist hier der kraftig verlaufende Dendrit zu
verfolgen, der sich zur Peripherie hin verjungt und das Signal deutlich herabsetzt. Bei dieser
Aufnahme wurde die Patchclamptechnik und Elektroporation angewendet. Dabei wurde eine
Amplitude von 15 V, 10 Hz und eine Frequenz von 0,5 sec. gewahlt. Auch hier wurde ein
leicht positiver Druck auf der Pipette von > 10 cm HO initial angelegt, um die QDs mittels

Elektroporation, nach erfolgtem ,,Attached-Modus®, in die Zelle applizieren zu kdnnen.

Abbildung 14 Pyramidenneuron monopolar

Verwendete Substanz: QDs, Streptavidin 655 nm, 22.03.2004
n: Pyramidenneuron

b: basaler Dendrit
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Abbildung Nr. 15 zeigt ein isoliert dargestelltes Pyramidenneuron vom bipolaren Zelltyp in
Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Nach apikal ist deutlich ein Hof zu erkennen,
der durch das Einbringen und Ausbringen der Pipette in das neuronale Gewebe zu Stande
kam. Auch die im Hof befindlichen Agglomerate, bestehend aus QDs, sind auf das Patchen
zurlickzufuhren. Apikal sind zwei Dendriten sichtbar, die sich aber nur kurz in die Peripherie
erstrecken. Der basale Dendrit liel? sich aber in diesem Patchvorgang besonders gut darstellen,
so dass er tber 50 um weit, sich in die Peripherie verjingend verliert. Im Zentrum des Somas
fallt ein ovaler, dunkler Fleck auf, der auf eine momentan ablaufende Zellkernlyse hinweist.
Bei dieser Aufnahme wurde die Patchclamptechnik und Elektroporation angewendet. Auch
hier wurde ein leicht positiver Druck auf der Pipette von > 10 cm H,O initial angelegt, um die
QDs mittels Elektroporation, nach erfolgtem ,,Attached-Modus®, in die Zelle applizieren zu

kdnnen.

Abbildung 15 Pyramidenneuron bipolar

Verwendete Substanz: QDs, Biotin 655 nm, 11.02.2004
n: Pyramidenneuron

a: apikale Dendriten

b: basaler Dendrit

z: Zellkernlyse
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Abbildung Nr. 16 zeigt ein isoliert gelegenes Pyramidenneuron vom monopolaren Zelltyp in
Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Trotz des ebenso relativ starken Signals
perineuronal, ist die Form und Kontur des Neurons gut erkennbar und macht einen
plastischen, ja sogar fast drei-dimensionalen Eindruck. Der Ausschnitt der Blende ist relativ
klein gewahlt, um eine zu starke Ausleuchtung des umliegenden Bereichs und damit eine zu
groRe Herabsetzung des Signals innerhalb des Neurons, zu verhindern. Das Soma hat eine
tropfenartige Form und grenzt sich dem Verlauf nach apikal, klar von seiner Umgebung ab.
Im weiteren Verlauf verjlngt sich das Soma zu einem kréftigen Dendriten, der sich tber 10
pum in die Peripherie fortsetzt und verliert. Bei dieser Aufnahme wurde die Patchclamptechnik
und Elektroporation angewendet. Auch hier wurde ein leicht positiver Druck auf der Pipette
von > 10 cm H,O initial angelegt, um die QDs mittels Elektroporation, nach erfolgtem

»Attached-Modus®, in die Zelle applizieren zu kénnen.

Abbildung 16 Pyramidenneuron monopolar

Verwendete Substanz: QDs, Biotin 655 nm, 11.02.2004
n: Pyramidenneuron

a: apikaler Dendrit

40



Kapitel 3: Ergebnisse

Abbildung Nr. 17 zeigt ein zentral gelegenes Pyramidenneuron vom monopolaren Zelltyp in
Lamina V aus dem Kortex einer jungen Ratte. Bei dieser Aufnahme ist die Blende nicht wie
bei den vorigen Aufnahmen eng gestellt, sodass hier das perineuronale Gewebe in einem sehr
starken Signal leuchtet und somit Hofbildung zu Stande kommt. Linksseitig ist hier der basal
abgehende Dendrit klar nachvollziehbar, bis er, zur Peripherie hin, auslauft. Bei dieser
entstandenen Aufnahme wurde die Patchclamptechnik mit Unterstiitzung der Elektroporation
angewendet. Dabei wurde eine Amplitude von 10 V, 200 Hz (5 ms) gewahlt. Auch hier wurde
ein leicht positiver Druck auf der Pipette von > 10 cm H,O initial angelegt, um die QDs
mittels Elektroporation, nach erfolgtem ,,Attached-Modus“, in die Zelle applizieren zu

kdnnen.

Abbildung 17 Pyramidenneuron monopolar

Verwendete Substanz: QDs, Streptavidin 655 nm, 12.02.2004
n: Pyramidenneuron

b: basaler Dendrit
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3.5.1 Kilassifikation der Pyramidenneurone nach Qualitat

Mit dieser Graphik soll eine Aussage daruber gemacht werden, welchen Grad an Qualitat die
erzielten Abbildungen der Pyramidenneurone aufweisen. In der Graphik sind auf der Ordinate
die Anzahl der Neuronen gegen den Klassifikationsgrad 1-3 auf der Abszisse aufgetragen.
Das Kriterium der Qualitat wird dabei in drei Klassen eingeteilt, wobei der Qualitatsgrad mit
aufsteigender Anzahl der Pyramiedenneuronen bei Abnahme der Dendritenanzahl, féllt.
Somit wird ersichtlich, dass in den gesamten Aufnahmen sechs Neurone mit einem Dendrit,
vier Neurone mit zwei Dendriten und zwei Neurone mit drei oder mehr Dendriten

vorzuweisen sind.

Klassifikation: Pyramidenneuron nach Qualitat

Anzahl Pyramidenneuron :

1 2 3

Klasse 1-3:

Klasse 1 = Neuron mit 3 Dendriten oder mehr
Klasse 2 = Neuron mit 2 Dendriten
Klasse 3 = Neuron mit 1 Dendrit

Abbildung 18 Klassifikation der Pyramidenneurone nach Qualitét
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3.5.2 Vergleich der QD-Klassen

Diese Graphik soll verdeutlichen, welche der drei unterschiedlichen QD Substanzen die

besten Ergebnisse in Bezug auf Patchbarkeit, Darstellbarkeit und Detektierbarkeit, erzielen

konnten. Dabei wurde als Basis zur Beurteilung der unterschiedlichen Substanzen, die gleiche

Anzahl von gepatchten Zellen verwendet und jedes Mal nach dem selben Prozedere

vorgegangen. Dabei ist hier die Erfolgsrate in Prozent der darstellbaren Pyramidenneuronen

auf der Ordinate gegen die QD-Klasse auf der Abszisse aufgetragen. Somit wird ersichtlich,

dass die QD Biotin von 100 gepatchten Pyramidenneuronen 37,5, die Q-dots Streptavidin von

100 gepatchten Neuronen 27 und die QD-Q-tracks von 100 gepatchten Neuronen 30 zu einem

erfolgreichem Ergebnis fihrten.

QDs Vergleich

40
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% i
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5
0

Successrate in

Q-dots Q-dots
Biotin Streptavidin

QD-Klasse

Q-tracks

Abbildung 19 Vergleich der QD-Klassen
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3.5.3 Methodenvergleich

Mit dieser Graphik soll eine Aussage daruiber gemacht werden, welche der beiden Methoden -
Patchtechnik oder Elektroporation - zu einer hoheren Erfolgsrate fuhrt.

Dabei ist hier die Erfolgsrate in Prozent auf der Ordinate, gegen die beiden zu vergleichenden
Methoden, auf der Abszisse aufgetragen. Daraus ist zu entnehmen, dass bei 100
Patchversuchen > 37% und bei 100 Elektroporationversuchen > 34% ein verwertbares

Ergebnis entstand.

Methodenvergleich

100% -
80% 1

Successrate in  60% 1
% 40% 1

20% 1

0% -

100% Patchen Elektrop.

Patchtechnik / Elektroporation

Abbildung 20 Methodenvergleich

44



Kapitel 4: Diskussion

4 Diskussion

Geeignete Farbetechniken von Neuronen waren und sind immer noch von entscheidender
Bedeutung, um neuroanatomische Fragen mit Hilfe von histologischen Methoden, kombiniert
mit modernen und aktivitdtsabhangigen Farbesubstanzen, aufzuklaren. So erzielte z.B.
Camillo Golgi Ende des 19. Jahrhunderts den erfolgreichsten Einblick in die Organisation des
Nervensystems, der hauptsachlich auf der Entwicklung der Silberchromatin Farbetechnik
basierte (Nevian & Helmchen, 2007). In den 80ern stieg das wissenschaftliche Interesse flr
eine ausgereifte Technik zur Darstellung von Zellen, Nervenzellen und ganzen Zellverbanden
an. Konventionelle Farbstoffe wie Luzifer Yellow und Lissamine Rhodamine B. waren nicht
mehr in der Lage, hellere Signale und eine hohere Photostabilitdt in den Praparaten zu
sichern. Auch die organischen Farbstoffe der 90iger, wie Biocytin, Neurobiotin, endogene
Proteine wie GFP (Green Fluorescent Protein), Alexa Fluor 568/488 und Streptavidin
Conjugate haben zwar generell ein breites Absorptionsspektrum und ein hohes
Emissionsprofil, doch waren ihre Fahigkeiten im Hinblick auf Langzeitdarstellung von
Molekiilen und Paralleldarstellung multipler Signale beschrankt, die wiederum komplexe
Instrumente und Datenverarbeitung notwendig machten. Bis es nach der Entdeckung der
Quantum Dots (QDs), Ende der 90er Dr. Pauli Alivisatos und Dr. Moungi Bawendi gelang,
QDs in einen wasserldslichen Zustand zu versetzen. Bald erzielten weitere Wissenschaftler
uber eine vierjahrige Entwicklungsphase, bei den Eigenschaften der QDs wie Qualitat,
Reproduktivitat, Wellenlangenspektrum,  Signalintensitdt und  Photostabilitdt  eine
Verbesserung (Chan & Nie, 1998; Gao, Chan et al., 2002; Goldman, Mattoussi et al., 2005).
In zeitgleichen Veroffentlichungen wurde die erstmalige biologische Verwendung von QDs
beschrieben und es kiindigte sich mit den einzigartigen Eigenschaften der QDs eine viel
versprechende Bewadltigung der bisherigen Probleme und Fragestellungen an. Verglichen mit
molekularen oder organischen Farbesubstanzen haben QDs zwei wesentliche Vorteile: Die
Fahigkeit, anhand der variierbaren KerngroRe der QDs gleichzeitig deren farbliche Emission
zu bestimmen und das breite Exzitationsspektrum macht die Darstellung verschiedener QD-
Gruppen mit Hilfe von nur einer Wellenldange moglich (Medintz, Uyeda et al., 2005;
Michalet, Pinaud et al., 2005).
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4.1 Ziel, Intention und Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden alt bekannte Methoden, wie Mikroinjektion unter zu Hilfenahme von
Patchclamptechnik (Pappas, Wickramanyake et al., 2007), Elektroporation (Dorvee, Derfus et
al., 2004) als auch Tippfilling mit einer neu entwickelten Subtanz, den QDs, mit ihren positiv
optischen, physiologischen und chemischen Eigenschaften, kombiniert. So zielte diese Arbeit
mafRgeblich darauf ab, die vielversprechenden QDs mit einer optimierten Technik, die hier
entwickelt werden sollte, in Pyramidenneuronen zu injizieren, um auf dem Sektor der
Nervenzelldarstellung neue Wege zu gehen und moglicherweise sogar einen Durchbruch fir
die medizinische Diagnostik zu erlangen. Die Quantum Dot - Corporation hat mittlerweile ein
ganzes Portfolio (Streptavidin, Biotin, Streptavidin-Arg-QDs und Q-tracks) an verschiedenen
Signalstofftragern im Angebot, worauf anhand von Versuchen die am besten verwendbare
Féarbesubstanz ermittelt werden sollte.

Zunéchst sollte am Setup versucht werden, geeignete Pyramidenneurone optisch zu isolieren,
in Briicken- und ,,Current-Clamp“-Modus, den Widerstand und die Kapazitat der Elektrode
abzugleichen, die ,,Cell-Attached“-Konfiguration herzustellen und anschlieRend den
Membranbereich unter der Pipettenspitze zu durchbrechen. Nun sollte anhand des
Patchvorgangs versucht werden, einzelne Neurone mit den QDs zu fillen. Verlief dies
erfolgreich, sollte versucht werden, einzelne Axone oder basale und apikale Dendriten eines
Neurons zu patchen und mit QDs zu flllen, um noch feinere Strukturen sichtbar machen zu
kdnnen. Diese Prozedere sollte bis hin zur eventuellen Darstellung von Spines gesteigert
werden, mit dem Ziel, neuartige Strukturen zu entdecken. Als letzter Schritt und Zielsetzung
sollte versucht werden, die Patchtechnik soweit weiter zu entwickeln, dass es méglich wiirde,
die QDs via Axone und Dendriten Uber mehrere Neurone ja sogar uUber einige Laminae des

Kortex hinweg, anzureichern und sichtbar zu machen.

Anhand der Mikroinjektion mit Hilfe von Patchclamptechnik und der Elektroporation konnten
in dieser Arbeit insgesamt zehn verschiedene Abbildungen von Neuronen aus der Lamina V
des Kortex von 14-21 Tage alten Ratten gewonnen werden. Bei acht der zehn Bilder handelt
es sich um isoliert dargestellte Neurone, bei zwei Bildern sind bis zu drei verschiedene
Pyramidenneurone abgebildet. Die Gestalt der Pyramidenneurone von Lamina V reicht von
einer trapezférmigen bis hin zur typisch dreieckigen Form. Die Somata der Neurone weisen in

den meisten Féllen ein kraftiges und kontrastiertes Bild auf, wobei manche Somata durch
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einen Hof bedingt, lokal an Plastizitdt und Farbintensitat einbiRen. Der tiberwiegende Anteil
von den apikalen und basalen Dendriten, lasst sich tber einige zehn um verfolgen, bis eine
Abschwdachung in der Signalintensitat die Verjingung des Dendriten ankilndigt und dieser
abrupt endet.

Sakmann und Kollegen (Oberlaender et al., 2011) gelang es kirzlich in dem bekannten
sechschichtigen Kortex neun unterschiedliche excitatorische und dendritische Zelltypen zu
definieren. Anhand unterschiedlicher Verhaltensmuster und Zellaktivitat konnten sie eine 3-
D-Rekonstruktion der kortikalen Interneurone und Pyramidenneurone in Layer 2-6
hinsichtlich Somalage, Soma,- und Dendritenmorphologie erstellen. Weitere Untersuchungen
erlaubten eine ungeféhre Einschatzung einer zelltypischen und ortsabhéngigen strukturellen
Uberlappung einzelner Axone und Dendriten innerhalo der Layer 2-6 in Form von
synaptischer Vernetzung. Bei der Frage in welchem Mal} die zellularen Eigenschaften der
Pyramidenneurone von der kortikalen Lage abhéngig sind, scheinen die Eigenschaften eher
zellspezifischer Natur als lageabhangig zu sein (Groh et al., 2009). Sakmann und Mitarbeiter
(Oberlaender et al., 2011) fanden bei Untersuchung von Layer 5 zwei grundsétzlich
verschiedene Zelltypen, “schlankbiischelige und “dickbiischelige” Pyramidenneurone mit
gegensétzlichen, sensorischen Qualitaten.

Fur die Einteilung in Subpopulationen bzw. Typen von Interneuronen und Pyramidenneurone,
wurde hier aber eine Einteilung nach Cobas, Welker et al. (1987) und Bayraktar, Welker et al.
(2000) herangezogen. So bestehen fiinf der abgebildeten Zellen aus Pyramidenneuronen vom
monopolaren Zelltyp, gefolgt vom bipolaren Typ mit vier Zellen, dem multipolaren Typ mit
zwei Zellen, abschlieBend mit dem trianguldren Typ mit einer Zelle. Anhand einer eigens
entworfenen Klassifikation der Neurone nach Qualitat, die die Anzahl an vorhandenen
Dendriten am Soma beurteilt, lassen sich die Neurone in Klasse 1-3 einteilen (siehe Abb. 19,
Ergebnisse). Desweiteren wurde in dieser Arbeit ein Vergleich der eingesetzten drei QD-
Klassen, QDs-Biotin, QDs-Streptavidin und Q-tracks hinsichtlich ihrer am besten
verwendbaren Eigenschaften, mittels eines Graphen veranschaulicht, wobei die QD-Biotin-
Labels die signifikant besten Ergebnisse liefern (siehe Abb. 20, Ergebnisse). AbschlieRend
sollte auf die graphische Darstellung hingewiesen werden, in der ein Vergleich der beiden
angewandten Methoden, Mikroinjektion mit Hilfe wvon Patchclamptechnik und
Elektroporation, veranschaulicht wird (siehe Abb. 21, Ergebnisse). Im Methodenvergleich
geht die Mikroinjektion mit Hilfe von Patchclamptechnik als die besser anwendbarere

Methode hervor.
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4.2 Diskussionen der Ergebnisse

Bei der Betrachtung der Bilder ist bei einer Zelle im Zentrum ein kreisrunder, dunkler Fleck
zu erkennen, der sich konzentrisch aufhellt und in die homogene Morphologie des Zellsoma
ubergeht. Mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich hier um eine eingeleitete
Zellkernlyse in einem spéteren Stadium (Abb. Nr. 9). Der Prozess der Zellkernlyse l4uft in
einem Zeitraum von Sekunden ab (10-15 sec.) und wurde von mir bei den Patchvorgangen
des Ofteren beobachtet. In den meisten der Falle kindigt eine Zellkernlyse ebenso eine
komplette Zellkorperlyse an; auch dieser Vorgang wurde von mir in einem Zeitraum von
weniger als einer Minute beobachtet. In einer weiteren Abbildung ist ebenso ein kreisrunder
aber heller, vakuolenartiger Fleck zu erkennen. Auch dies kiindigt eine von mir beobachtete
Zellkernlyse, dieses Mal aber zu einem frihen Stadium, an (Abb. Nr. 15). Wie eine
stattgehabte Zellkorperlyse aussehen kann, zeigt sich in der Abbildung Nr. 10. Durch den
Patchvorgang mit anschlieBender Zellwandruptur treten dabei samtliche Zellbestandteile und
die von der Pipette applizierten QDs in das perineuronale Nervengewebe uber. Bei der Halfte
aller Abbildungen (Abb. Nr. 8, 11, 13, 16 und 17) ist ein deutliches Hintergrundsignal zu
erkennen. Dies hat einen - von mir beobachteten - Grund: Beim Patchvorgang wurde die mit
QDs angefllte Pipette mit einem leicht positiven Druck (bis 10 mm H,0O, siehe Material und
Methoden) der Zelle angendhert. Bis zur Herstellung der ,,Cell-Attached“-Konfiguration
gingen dabei groflere Mengen an QDs an die Astroglia ,,verloren*. Mit der Tippfilling-
Technik (siehe Diskussion der Methodik) kann das Hintergrundsignal im Idealfall vollstandig
verhindert werden. Bei drei der Abbildungen (Abb. Nr. 13, 14 und 15) kénnte man aber den
Eindruck gewinnen, sie wéren mit der Technik des Tippfillings gewonnen worden. Beim
Patchvorgang gelang es mir offensichtlich eine verschwindend kleine Menge von QDs vor der
,Cell-Attached“-Konfiguration, durch einen minimal kleinen, positiven Druck auf der Pipette,
frei zu setzen. Der angefarbte Hof um die Zelle ist in diesen Fallen wiinschenswert klein.
Durch die enge Einstellung der Mikroskopblende bei der Aufnahme der Bilder ist es ebenso
mdoglich, die GroRe des Hofs und damit das Hintergrundsignal klein zu halten (Abb. Nr. 8, 9,
11 und 16). Das Engstellen der Blende hat aber auf der anderen Seite den Nachteil, dass die
Dendriten (Abb. Nr. 8 und 11) nur Uber eine kirzere Distanz zu verfolgen sind. Bei drei der
Abbildungen (Abb. Nr. 10, 12 und 17) ist die Blende weit gestellt, um einen groReren
Ausschnitt der Zelle betrachten zu kénnen. Dies brachte leider die Ausbildung eines gréReren

Hofs und damit ein Verlust in der Kontraststarke mit sich.
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Bei der weiteren Betrachtung der Bilder stellte sich hier die Frage, ob eine Mdglichkeit
besteht, dass sich die QDs auf dem Wege der rezeptorvermittelten Endozytose in den
Neuronen angereichert haben kdnnten? Verschiedene Studien belegen die Impermeabilitat der
Neuronenmembran fir unkonjugierte QDs (Jaiswal & Simon, 2004; Howarth, Takao et al.,
2005).

Aber welche Griinde konnten dazu gefuhrt haben, dass sich die QDs nach ihrer Applikation
im Neuron nicht besser verteilt haben und die Dendriten nicht tGber eine langere Distanz
angeféarbt wurden? Organische Farbstoffe wie Alexa Fluor 488, 568 oder endogene Proteine
wie GFP (Green Fluorescent Protein) haben gegeniiber den QDs einige Nachteile, wie
niedrige Intensitat des Signals, kurze Lebensdauer (Jaiswal & Simon, 2004) und
Schwierigkeiten bei der Differenzierung einzelner Molekiile wie z.B. bei Rezeptoren und
,»Single-molecule-imaging™ (Dahan, Levi et al., 2003; Triller & Choquet, 2005). Ein Vorteil
ist aber ihre wesentlich kleinere GrélRe von ca. 5 nm gegentber von ca. 15-100 nm der QDs
(Lin, Xie et al., 2007). So beschreiben Cognet, Groc et al. (2006) die Mdglichkeit einer
Behinderung von Diffusion und Penetration innerhalb des Neurons auf Grund der zu grof3en
PartikelgroRe von QDs. Dem gegentiber stehen die Ergebnisse von Larson et al. (2003), die
mit Hilfe von QDs detailliert morphologische Einzelbestandteile von Zellen beschreiben
konnten. Auch Jaiswal & Simon, (2004) beschreiben in ihrer Publikation die Tendenz der
QDs, sich nach Applikation intrazellulér an verschiedene Molekule und Proteine zu binden,
was deren schlechte Verteilungsrate erklaren wirde. Ein weiterer Grund flr die schlechte
Diffusion der QDs konnte sein, dass die von mir in das Neuron applizierten QDs ungebunden
sind, das hei8t ohne Transportmolekiil. Folglich misste eine Diffusion bis in die Dendriten
erschwert ablaufen. So beschreibt Courty, Luccardini et al. (2006) den Brownian-
Diffusionskoeffizient von D = 0.035+- 0,005 um?/s (n = 45) der ungebundenen, applizierten
QDs innerhalb von Zellen. Dem gegenilber erzielt er durch die Kopplung von QDs an
Kinesinmolekile eine Fortbewegungsgeschwindigkeit von v = 0,57 +- 0,002 pum/s. Seitz,
Kojima et al. (2002) beschreibt intrazellulare Hindernisse, bestehend aus Molekulen oder
Zytoskelettanteilen, die mobil oder im lokal unbeweglichen Zustand die Bewegung und damit
die Verteilung der QDs innerhalb der Zelle behindern.

Um eine geeignete Patch-Konzentration der QDs finden zu konnen, missen die in
konzentrierter Form vorliegenden QDs in Ldsung gebracht werden. Da es in der Literatur
Hinweise auf die Eigenschaft der QDs gibt, innerhalb des Neurons Aggregate zu bilden, kann

die Patch-Konzentration nicht beliebig hoch sein. Andererseits muss eine Mindestanzahl von
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QDs in Losung gebracht werden, um ein ausreichend starkes Signal zu erhalten. Beide,
Jaiswal & Simon, (2004) und Rieger, Kulkarni et al. (2005) weisen in ihrer Publikation darauf
hin, das QDs eine starke Tendenz aufweisen, innerhalb des Zytosols von Neuronen und in
Zebrafischembryonen zu aggregieren. Eine Mdglichkeit, die QDs daran zu hindern
intrazellular Aggregate zu bilden, ist die Verpackung von QDs in Transportmolekile wie
Vesikel. So gelingt es Fan, Leve et al. (2005) QDs mittels Inkubation in Lipidmizellen
anzureichern, die sich nach der Aufnahme in hippocampale Neurone ohne eine Tendenz zur
Aggregation besonders perinucleuldr anordnen. Auch Rajan, Yang et al. (2006) koppelt QDs
selektiv an NGF-TrkA-Rezeptoren (Nerv Growth Factor) und beschreibt nach deren
rezeptorvermittelten Endozytose einen bidirektionalen Transport der Vesikel génzlich ohne
Behinderung und sogar ein sichtbares Aussprielen an den Nervenknospen in den PC 12-
Neuronen.

Des Weiteren stellt sich hier die Frage nach einer moglicherweise toxischen Wirkung auf die
Neurone, auf Grund der anorganischen Beschaffenheit der QDs. Die Beantwortung dieser
Frage ist nicht einfach. Es gibt sowohl auf der einen Seite der Forschung zahlreiche
Publikationen, die eine nicht toxische Wirkung der QDs in ihren Experimenten belegen
kdnnen; auf der anderen Seite existieren ebenso verschiedene Berichte, die eindeutig eine
toxische Potenz der QDs beschreiben. Dies mag daran liegen, dass bei der Beantwortung
dieser Fragen nach unterschiedlichen Kriterien und Zielsetzungen argumentiert wird. Eine
nicht toxische Wirkung der QDs in Zellkulturen wird von Jaiswal, Mattoussi et al. (2003), in
PC12-Zellkulturen von Vu, Maddipati et al. (2005) innerhalb des GefaRsystems einer Maus
von Larson, Zipfel et al. (2003), in Xenopus Embryos von Dubertret, Skourides et al. (2002),
und in Tumorzellen, injiziert in Mduseembryos von Voura, Jaiswal et al. (2004), beschrieben.
Andere Fragestellungen beschaftigten sich mit dem Einfluss von QDs auf Neurone tber einen
langeren Zeitraum (Dubertret, Skourides et al., 2002; Wu, Liu et al., 2003; Jaiswal, Mattoussi
et al., 2003; Voura, Jaiswal et al., 2004) und (Dorvee, Derfus et al., 2004). Doch wirkliche
Langzeitstudien tber die QDs und deren potentiellen toxischen Wirkung an Tiermodellen
existieren nicht. Die vorherrschende Hypothese fiir den Grund der Toxizitat der QDs basiert
darauf, das sich freie Cd2 +-Molekiile, durch ihre oxidative Umgebung, wie Luft oder
Lichtoxidation durch UV-Licht, von den QDs durch einen strukturellen Defekt abspalten und
auf diese Weise ihre toxische Wirkung auf das Neuron entfalten (Dorvee, Derfus et al., 2004;
Tsay & Michalet, 2005; Kaji, Tokeshi et al., 2007). Ein weiterer Grund fiir die toxische

Wirkung der QDs, scheint die GroRe und die damit verbundenen Eigenschaften der
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Oberflachenbeschaffenheit zu sein. Bei abnehmender GroRe der QDs, nimmt deren
Oberflache und das Verhaltnis an wirksamen Atomen oder Molekilen die der Oberflache
ausgesetzt sind, zu (Oberdorster, Oberdorster et al., 2005). Daraus folgt: Die Zunahme an
Oberflache bestimmt wiederum die potenzielle Anzahl von reaktiven Bestandteilen auf der
Partikeloberflache. Um diesen Sachverhalt zu beweisen, stellt Seleverstov, Zabirnyk et al.
(2006) einen simplen Vergleich an. Er ermittelt mittels Inkubation die zellulare Aufnahme
humaner, mesenchymaler Stammzellen, zweier chemisch identisch aber in ihrer GrofRe
differierender Peptid-konjugierter QDs (QD 525 nm und QD 605 nm) und kommt zu
folgendem Ergebnis: Die QDs 525 nm werden signifikant mehr durch Autophagosomen,
Vesikel und Aggregation eliminiert als die etwas groReren QDs mit 605 nm, womit die
GroRenabhéngigkeit und die damit in Verbindung stehende Toxizitdt auf Neuronen
verdeutlicht wird. Lovric, Bazzi et al. (2005) kommt bei dieser Fragestellung zu dem gleichen
Ergebnis, indem er eine gréRenabhangige Aufnahme der QDs registriert. Kleine CdTe QDs
ohne Hulle mit einem Durchmesser von 2,2 nm sind deutlich toxischer in PC12 und N9
Zellkulturen als QDs mit einem Durchmesser von 5,2 nm. Interessanterweise kann er auch
belegen, dass BSA (bovine serum albumin) signifikant die Zelltoxizitat herabsetzt. Da in
meiner Fragestellung ausschlieBlich gecoatete also QDs mit Hille verwendet wurden, spielt
die Toxizitat der QDs hierbei nur eine untergeordnete Rolle. Bei der Herstellung von QDs
steht eine Vielzahl von verschiedenen Hullen zur Auswahl, die die Eigenschaften von QDs
und deren Toxizitdt maBgeblich beeinflussen (Jaiswal & Simon, 2004). In einer anderen
Arbeit von Chang, Thekkek et al. (2006) wird daran geforscht, ob Zelltoxizitat eher durch
Austausch von Oberflachenmolekiilen der QDs mit der Zellmembran oder auf Grund von
intrazelluldrer Aufnahme endozytierter QDs resultiert. Sein Fazit dazu ist: Die hochste
Biokompartibilitat kann durch eine kontrolliert, minimale und intrazellulare Aufnahme der
QDs durch Endozytose erzielt werden. Doch muss hierbei auch beachtet werden, dass hohe
intrazelluldre Konzentrationen an QDs eine signifikant hohere Zytotoxizitat nach sich ziehen;
wahrscheinlich wegen dem zu Grunde gehen endozytierter QDs. Doch inwieweit ist eine
toxische Wirkung der QDs auf die Zellen von der Konzentration abhangig? Mit dieser Frage
beschéftigt sich Hardman (2006) indem er embryonale Stammzellen einer steigenden
Konzentration von QDs aussetzt und eine deutliche Beeintrachtigung der Zellen im Hinblick
auf Morphologie, Funktion und Entwicklung feststellt. Auch Jaiswal, Mattoussi et al. (2003)
beschreibt die toxische Wirkung auf Nervenzellen mit zunehmender Konzentration.
Dubertret, Skourides et al. (2002) testet in seinen Studien die toxische Wirkung der QDs bei
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steigender Konzentration auf Xenopus-Blastomeren und erhélt als Ergebnis eine signifikante
Erh6éhung an Missbildungen bei Embryos. Inwieweit diese Ergebnisse auf Neurone
ubertragen werden konnen, ist nicht vollstandig zu beantworten.

Ein ebenso aus der Literatur bekanntes Phdnomen, das so genannte ,,Blinking* bei dem
einzelne QDs unvermittelt in einen signallosen Zustand verfallen, ist als eine der
Eigenschaften nur teilweise verstanden. Efros, Rosen et al. (1996) beschreiben diesen
Sachverhalt als die so genannte ,,Auger lonisation®. Dieses Phdnomen zeigt sich nicht in allen
Lokalisationen neuronalen Gewebes mit der gleichen Intensitat. In meiner Versuchsreihe
wurde stets eine gréflere Anzahl von QDs verwendet; somit durfte das ,,Blinking* hierbei
keine groflere Rolle gespielt haben. So beschreibt Rajan, Yang et al. (2006) ein starkeres
,»Blinking* extrazelluldr im Vergleich zum intrazelluldren Raum und fiihrt diese Auffélligkeit
auf normale physiologische GesetzméBigkeiten zuriick. Dem sogenannten ,,Blinking* kann in
meiner Arbeit nicht all zu viel Bedeutung beigemessen werden, da das Interesse den
intrazellularen Strukturen galt. Einige Arbeiten verwenden diese zundchst als negativ
eingeschétzte Eigenschaft, um bei der SPT-Technik (single particle tracking) einzelne, mit
QDs markierte Rezeptoren von QD-Rezeptor-Aggregaten optisch zu unterscheiden (Dahan,
Levi et al., 2003; Lidke, Nagy et al., 2004). Ebenso beschreiben Rajan, Yang et al. (2006)
eine  Mdoglichkeit mit dieser Technik einzelne QD-Trka-Rezeptorkomplexe von
Rezeptorkomlexaggregaten zu unterscheiden. Auch Courty, Luccardini et al. (2006) machen
sich die von Unterbrechungen charakterisierte Fluoreszenz der QDs zu Nutze (Shimizu, Woo
et al.,, 2002), indem sie nur ,,blinkende* Molekiile als Basis ihrer Auswertung (Bonneau,
Maman et al. 2004) und damit an QDs konjugierte Kinesinmolekile in Hela-Zellen
charakterisieren.

4.3 Diskussion der Methodik

Zur detaillierten Darstellung von Pyramidenzellen wurden bereits verschiedenste Methoden
wie Inkubation mit Hilfe von unspezifischer Endozytose (Mattheakis, Dias et al., 2004),
spezifischer Endozytose, rezeptorvermittelt, peptidgestitzt, vesikular und liposomal, (Voura,
Jaiswal et al., 2004), photoelektrische Stimulation, Direktstimulation von Zellen mit Licht,
DBT-I (Deep Brain Tissue Imaging mit GRIN-Linse), Elektroporation (Jaiswal, Mattoussi et
al., 2003) und Mikroinjektion (Dubertret, Skourides et al., 2002) entwickelt. Dabei sollte klar

unterschieden werden, ob es sich um die Anfarbung von lebenden oder fixierten Zellen
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handelt. Wéhrend fixierten Zellen bei der chemischen Anfarbung mehr zugemutet werden
kann, muss beim Anféarben von lebenden Zellen &ul3erst behutsam vorgegangen werden. Die
grolite Herausforderung besteht darin, die relativ groRen QDs (10-100 nm) durch die
Doppellipidmembran zu befordern, ohne die Zelle zu sehr zu schadigen. Im Folgenden
werden meine angewandten und andere Methoden, die sich mit der Darstellung von
Pyramidenneuronen und deren Bestandteile befassen, vorgestellt und deren Vor- und
Nachteile diskutiert. Von mir wurden zwei dieser Methoden, die Mikroinjektion mit Hilfe von
Patchclamptechnik in zweierlei Ausfiihrungen und die Elektroporation, erfolgreich eingesetzt.
Bei der Methode der Mikroinjektion mit Hilfe von Patchclamptechnik konnten individuelle
Zellen mit Hilfe von Patchpipetten gefiillt werden (Augustine, 1994; Eilers & Wilmes, 2000;
Garaschuk, Linn et al., 2000; Kovalchuk, Eilers et al., 2000). Mikroinjektion mit Hilfe von
Patchclamptechnik hat die positive Eigenschaft der hochspezifischen Anfarbung mit
niedrigem Hintergrundsignal, was sich besonders gut bei der Darstellung von Dendriten,
Spines oder untergeordneten Zellstrukturen anwenden l&sst. Gleichzeitig lasst sich bei der
Mikroinjektion mit Hilfe von Patchclamp-Technik (Whole-cell-recordings) eine Ableitung
der anzufullenden Zelle aufzeichnen, um damit die intrazellulére Farbesubstanzkonzentration
einschatzen zu konnen. Jedoch ist diese Methode aufwendig und wird nicht oft fur die
Anfarbung von mehr als zwei Zellen verwendet (Barth, Koster et al., 2005; Heitland &
Koster, 2006). Bei Abbildung Nr. 8, 12 und 13 kam die zuerst eingesetzte Methode, die
Mikroinjektion  mittels  Diffusion (Verteilung der Farbesubstanz entlang des
Konzentrationsgradienten) zum Einsatz (siehe 2.3.5). Um die Qualitat der Abbildungen zu
verbessern und eine weitldufigere Verteilung der QDs zu erzielen, wurde die erste Methode
etwas abgewandelt. Die QDs wurden nicht mittels Diffusion in der Zelle angereichert,
sondern mit einem leicht positiv gehaltenen Druck von 10-15 cm H,O aktiv in die
Nervenzelle injiziert (siehe 2.3.5). Hierzu siehe Abbildung Nr. 9, 10 und 11. Da sich auch mit
dieser Methode in diesen Abbildungen, die QDs nicht signifikant iber eine weitere Distanz
(Dendrit und Axon) innerhalb der Zelle anreichern lielen, kam eine weitere Methode zum
Einsatz.

Die Methode der Elektroporation (siehe 2.3.5) ist einfach und schnell anzuwenden, erlaubt
das Anflllen von mehreren Zellen mit ein und derselben Pipette und macht zur Umsetzung
deutlich weniger Equipment notwendig im Vergleich zur Methode der Mikroinjektion mit
Hilfe von Patchclamptechnik. Um die Ubertragungsrate der QDs zu steigern, wurden in dieser

Arbeit auch Zellen mit mehrmaligen (2-5) Stromimpulsen stimuliert, doch ohne signifikanten
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Unterschied zur Einzelimpulstechnik. So berichten Sukharev, Klenchin et al. (1992), und
Huang, Lin et al. (2007) von einer so genannten Zweipulstechnik, bei der der erste Puls die
Funktion der Porenoffnung hat und die Ubertragungsrate der Farbesubstanz niedrig ist; der
zweite Puls weniger die Funktion der Porendffnung hat, sondern mafligeblich an der
Ubertragungsrate der Farbesubstanz beteiligt ist. Mittels dieser Methode gelang es mir die
Abbildungen Nr. 14, 15, 16 und 17 zu erzielen. Eine erfolgreiche Anreicherung der Zelle ist
dabei besonders vom Abstand der Pipettenspitze vom Zellsoma abhangig. Zu beobachten war,
dass bei einem Abstand von < 3 um die QD in die Zelle appliziert werden konnten, wéhrend
groRere Abstdnde eher den Extrazellularraum und nicht das Soma anféarbten. Dieser
abstandsabhéngige Faktor wird durch den schnellen Abfall der elektrischen Feldstdrke mit
zunehmendem Abstand bestimmt (Nolkrantz, Farre et al., 2001). Es gibt Hinweise in der
Literatur, dass die Elektroporation eine schadigende Wirkung auf die Zellmembran haben
konnte. Der kurzzeitige Zusammenbruch des Membranpotentials der Doppellipidmembran
konnte irreversibel die normale Zellfunktion beeintrachtigen. So beschreibt Huang, Lin et al.
(2007) dass eine grof’e Anzahl von Zellen durch das hohe elektrische Feld oder durch die
Anhebung der Temperatur beschadigt oder lysiert wirden. Auch bei meinen Versuchen
konnte ich eine friihzeitige Lyse der Zellen, verursacht durch die Belastung der Stromimpulse,
bestatigen. Einige Parameter der Elektroporation wie Pulsrate, Amplitude, Dauer und Anzahl
konnen angepasst werden, (Canatella, Karr et al., 2001; Haas, Sin et al., 2001; Rae & Levis,
2002) um eine hohe Ubertragungsrate der QDs und geringe Zellschadigung zu erzielen (Gehl
& Mir, 1999). Ein weiteres Problem der Elektroporation, das bei meiner Verwendung der
QDs und deren Applikation in die Zelle beobachtet wurde, ist die Aggregation der QDs. Dies
lie sich von mir nur insofern beeinflussen, indem die Konzentration der in Ldsung
gebrachten QDs vermindert wurde, was sich aber zu Lasten der Signalintensitat auswirkte.
Dieses Problem beschreibt Dubertret (2004) ebenso in seiner Arbeit mit QDs. Bei allen
genannten Methoden, stellt es kein Problem dar, die QDs in einer passenden Konzentration in
Losung zu bringen, doch die zu applizierende Menge der in Ldsung gebrachten QDs lasst sich
bei der Mikroinjektion mit Hilfe von Patchclamptechnik schwer steuern. Darlber hinaus stellt
sich hier auch wieder die Frage nach einer mdglichen toxischen Wirkung der QDs auf die
Neurone, wenn mit der schwer steuerbaren Menge die zu tolerierende Konzentration
intrazellular Gberschritten wird. Dazu werden in der Literatur viele Diskussionen gefihrt.
(Dubertret, Skourides et al., 2002; Hoshino, Hanaki et al., 2004; Slotkin, Chakrabarti et al.,

2007) weisen in ihren Arbeiten eindeutig auf eine konzentrationsabhéngige toxische Wirkung
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der QDs auf verschiedene Zellgruppen hin. Meine Arbeit konnte diese Beobachtung nicht
direkt bestdtigen, nur das in dem Mal in dem die Dauer der Mikroinjektion oder
Elektroporation zunahm (> 15 min) auch die Zelllyserate anwuchs.

Bei den bisher erlauterten Methoden wird das Hintergrundsignal im Vergleich zur Methode
der Inkubation schon sehr klein gehalten. Durch den Initial gewahlten, positiven Druck (ca.
10 cm H,0 siehe Material und Methoden 2.3.4.) auf der Pipette, um ein Verstopfen bei dem
Manovrieren der Pipette im Gehirnschnitt zu verhindern, verbleibt bei jedem Vorgang der
Mikroinjektion mit Hilfe von Patchclamptechnik und Elektroporation ein kleiner Anteil der
QDs im Extrazellularraum und fuhrt zu dem stérenden Hintergrundsignal. Ziel des Tippfilling
ist es, mit der in der Pipette vorgeschalteten Intrazellularlosung, ein angefarbtes
Pyramidenneuron ohne den obligaten Hof als Hintergrundsignal zu erzielen. Das
Hauptproblem dieser Methode ist aber die Aggregation der QDs innerhalb und spater
aullerhalb der Pipette. Verschiedene Parameter wie Pipettengrofle, Durchmesser der
Pipettenoffnung, Widerstand der Pipette, Menge und Konzentration der QDs, Menge der in
der Pipette vorgeschalteten Ringerlosung und Filter (0,5 um) zur Abfilterung von Aggregaten
wurden auf einander abgestimmt, um das Problem der Aggregation zu lésen. Doch ohne
Erfolg. Auch verschiedene Auffulltechniken der Pipetten, Anfillen der Pipette mit Hilfe von
Kapillarkraft Gber die Pipettenspitze und Anfullen der Pipette durch Injektion mittels Spritze
am hinteren Ende der Pipette, brachten keinen Erfolg. Weiterhin wurde der Versuch
unternommen, die Pipetten vor der Anfullung mit den QDs mit Albuminlésung (BSA) zu
spulen, um eine Aggregation zu verhindern. Zuletzt wurde der Versuch unternommen, die
QDs an Stelle der Ringerlosung in einer PBS-Ldsung in Lésung zu bringen, jedoch ohne
verwendbare Ergebnisse erzielen zu kdnnen. Bis zu diesem Zeitpunkt sind mir die Grunde fir
die Aggregation der QDs bei dieser Methode unbekannt. Da in der Literatur keine weiteren
Anregungen zum Thema Tippfilling zu finden waren, und von mir samtliche Parameter der
Versuchsdurchfiihrung gepruft wurden, kénnen von mir keine weiteren Theorien fur die
Grinde der Aggregation genannt werden. Keiner der von mir eingesetzten Methoden gelang
es, einen mafdgeblichen Fortschritt in der Darstellung von Pyramidenneuronen mit Hilfe der

QD-Nanotechnik zu erlangen.

Eine elegante und meist angewandte Methode ist die der Inkubation. Dabei muss man
zwischen unspezifischer und spezifischer Endozytose unterscheiden. Bei der spezifischen

Endozytose werden QDs mittels rezeptorvermittelter Endozytose durch aktiven Transport in
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das Neuron aufgenommen. Diese Methode ist einfach umzusetzen, bendétigt kein Setup, und
scheint weniger Probleme mit Toxizitat zu haben (Vu, Maddipati et al., 2005) basierend auf
der Annahme, dass die Zelle bei Inkubation, die durch spezifische Endozytose aufgenommene
QD-Menge, eigens reguliert. So gelingt es z.B. Echarte, Bruno et al. (2007) Streptavidin-QDs
an einen Monobiotin-NGF-Rezeptorkomplex zu binden, diesen Komplex mittels Clathrin-
vermittlter Endozytose in das Neuron aufzunehmen und darauf hin bidirektionalen Transport
als auch Interaktion mit Zytoskelettkomponenten innerhalo des Neurons (ber l&ngere
Zeitrdume sichtbar zu machen. Die Mikroinjektion als auch die Elektroporation haben
gegenuiber anderer Methoden wie Inkubation mit Hilfe von spezifischer und unspezifischer
Endozytose den Vorteil, dass es mdglich ist eine individuell ausgewahlte Zelle spezifisch mit
der Férbesubstanz wie QDs anzufillen, und damit eine qualitative Aussage machen zu
konnen. Auf der anderen Seite sind mit diesen zwei Methoden die Anzahl der zu
markierenden Zellen begrenzt und die Mikroinjektion einer jeden einzelnen Zelle sehr
aufwendig (Medintz, Uyeda et al., 2005). Die Endozytose erlaubt nur die Anreicherung
ganzer Zellpopulationen oder Untergruppen. Folglich sind eher quantitative Aussagen gut zu
treffen. Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass die Anfarbung ganzer Zellpopulationen
relativ unspezifisch ist, zellulare Untereinheiten schlechter dargestellt werden kénnen und ein
starkeres Hintergrundsignal als stérend empfunden wird (Nimmerjahn, Kirchhoff et al., 2004;
Kerr, Greenberg et al., 2005). Im Hinblick auf Aggregation gibt es auf der einen Seite
Veroffentlichungen, die ohne Probleme QDs verpackt in Lipidmizellen mittels spezifischer
Endozytose in Zellen anreichern (Fan, Leve et al., 2005; Lagerholm, 2007). Auf der anderen
Seite existieren Berichte wie von Dubertret (2004), in dem ein hohes MaR an Aggregation bei
der liposomenvermittelten Endozytose beschrieben wird. Ein Nachteil der spezifischen
Endozytose ist aber, dass die QDs angereichert in Transportmolekilen wie Vesikel,
Liposomen oder Peptidmolekilen in ihrem GrélRenumfang zunehmen (> 100 nm) und daher
ihr schneller Transport behindert wird. Die Forschungsgruppe von Bouzigues & Dahan,
(2007) macht sich die Methodik der Inkubation zu Nutze, indem sie Bewegungseigenschaften
und Geschwindigkeiten von an GABA-Rezeptoren gekoppelte QDs Einzelmolekile
charakterisieren und das damit verbundene AussprieBen von Nervenknospen an
Nervenendigungen illustrieren. Ebenso inkubiert und konjugiert Sundara Rajan & Vu, (2006)
QDs selektiv an Trka-Rezeptoren, bringt die Vesikel via Endozytose in PC12-Zellkulturen
und kann mit dem QD-Trka-Rezeptorkomplex gekoppelt an NGF ebenso einen

bidirektionalen Transport und sogar ein Wachstum an den Nerverknospen innerhalb des
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Neurons darstellen. So reichert Fan, Leve et al. (2005) Lipidmizellen mit QDs an, inkubiert
und depolarisiert die Nervenzellen, um Endozytose zu erzielen und kann darauf den Transport
der QDs in Lysosomen innerhalb des Neurons als auch eine Anreicherung der QDs in Nuklei
sichtbar machen. Morris, Depollier et al. (2001) und Jaiswal, Goldman et al. (2004)
verwenden dieselbe Technik, nur dass sie die QD in das Peptidmolekdl Pep 1 anreichern und
damit ebenso in vivo Darstellungen der Neurone prasentieren kénnen. Beim Vergleich der
Methoden im Hinblick auf die eingesetzte Temperatur wahrend des Versuchs gibt es grosse
Unterschiede. Bei der Mikroinjektion wird eine niedrige Temperatur der ACSF-L&sung von
24 °C in der Ableitkammer angestrebt, um den Stoffwechsel der Zellen méglichst niedrig zu
halten, was wiederum eine langere Versuchsdauer ermdglicht. Die Inkubation wird durch eine
klnstlich angehobene und physiologisch angepasste Temperatur des Zellmediums von 37 °C
optimiert, somit steigt der Stoffwechsel der Zellen deutlich an und die endozytotische
Anreicherung der Zelle mit der Féarbesubstanz wird maximal beschleunigt (Jaiswal & Simon,
2004). Zum Nachteil dieser Versuchsanordnung ist aber, auf Grund des gesteigerten
Stoffwechsels eine verkirzte Lebensdauer der Zellen zu nennen. Dass bei einer Temperatur
von 24 °C Endozytose problematisch wird, zeigt Hoshino, Hanaki et al. (2004) in seiner
Publikation, indem er versucht Lymphozytenkulturen mit QDs bei deutlich herabgesetzter
Temperatur anzureichern. Die Methode der unspezifischen Endozytose hat gegeniiber der
spezifischen Endozytose folgenden Nachteil: Unkonjugierte, freie und nicht in
Transportmolekulen (Vesikel, Liposomen, Peptidmolekilen) angereicherte QDs sind zwar
ihrer GroRRe nach wesentlich Kkleiner, gehen aber beim Vorgang der Endozytose verloren oder
verfehlen ihr Ziel sich intrazelluldr auszubreiten (Jaiswal, Mattoussi et al., 2003).

Eine weitere Methode ist die der photoelektrischen Stimulation mit Lasertechnik. Hier gelingt
es Pappas, Wickramanyake et al. (2007), Neurone, die auf einem Nanopartikelfilm gewachsen
sind, mit Laser zu stimulieren und deren Depolarisation mit Voltage und Current Clamp
Technik abzuleiten. Die Aufnahmen zeigen differenzierte Neurone, deren Wachstum als
Prozess, als auch elektronenmikroskopische Aufnahmen von Dendriten/Spines und deren
Interaktionsstellen mit dem Nanopartikelfilm. So beschreiben andere Arbeitsgruppen, wie
Callaway & Yuste, (2002), Hirase, Nikolenko et al. (2002), Wells, Kao et al. (2005) eine
alternative Technik durch direkte Lichtstimulation der Neuronen. Doch ist der genaue
Mechanismus und seine madglichen Temperatur oder lichtbedingten Schaden noch nicht
bekannt.
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Als eine sehr invasive Methode gilt die multiphotonen-mikroskopische Darstellung von Layer
V Neuronen in der oberflachlichen Zone des Kortex mit Hilfe von GRIN-Linsen (Gradient
Index). Der Forschungsgruppe von Levene, Dombeck et al. (2004) gelingt es in Vollnarkose
befindliche Méuse, zu craniotomieren, QDs in die Schwanzvene zu injizieren und mit dem
Multiphotonenmikroskop gekoppelt an die GRIN-Linse, Neurone in einer Tiefe von ca. 700-

800 pum in ihrer Komplexitét darzustellen.
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5 Zusammenfassung

Durch die Verwendung der Mikroinjektion- und der Elektroporation-Technik kann eine
Vielzahl von verschiedenen Makromolekulen, wie die QDs, in jeden Zelltyp injiziert werden,
solang sie flr die Patchpipette oder Elektroporationpipette zugéanglich ist. Verschiedene Arten
der QDs kdnnen simultan in die Zelle injiziert werden und ermdglichen morphologische
Beobachtungen. Die Zellen werden durch die QDs erfolgreich angeféarbt und weisen ein lang
anhaltendes fluoreszierendes Signal auf. Eine bis vier Zellen kdnnen mit Elektroporation
zligig, mit hoher Konzentration der QDs und mit niedrigem Hintergrundsignal, gefullt
werden. Mikroinjektion mit Hilfe der Patchcalmp-Technik ermdglicht zwar nur die Fillung
von maximal zwei Zellen, macht aber dafiir eine hohe intrazellulare Konzentration der QDs,
ein niedriges Hintergrundsignal und die Beobachtung elektrophysiologischer Eigenschaften
des Neurons moglich. Daruber hinaus gelang es mir eine Klassifikation der Neurone nach
ihrer Qualitat der Darstellung, einen Vergleich der QD-Klassen und einen Methodenvergleich
der Mikroinjektion mit Elektroporation zu erstellen. Daneben traten bei der Verwendung von
QDs fiir die Anfarbung von Zellen auch nachteilige Eigenschaften auf: die MolekilgroRe,
toxische Wirkung, Blinking und Aggregation. Folglich missen diese Kriterien bei der Arbeit
mit QDs beachtet werden. Weiterhin konnte ich einen Vergleich der aktuellen und meist
verwendeten Methoden zur Anfarbung von Zellen mit QDs, wie spezifische und
unspezifische Endozytose, Elektroporation, und Mikroinjektion mit Hilfe von Patchclamp-
Technik darstellen. So konnte ich auf der einen Seite zeigen, dass Mikroinjektion als auch
Elektroporation besonders praktische und zuverlassige Methoden sind, um Pyramidenzellen
mit den QDs anzufillen und darzustellen. Auf der anderen Seite kam ich zu dem Ergebnis,
das QDs auf Grund ihrer Eigenschaften weniger daflir geeignet sind, Zellen und
Pyramidenneurone darzustellen. Dagegen liegt lhre Stérke in der Markierung und Detektion
von zelluldren Bestandteilen und Ablaufen wie Molekilen, Rezeptoren, Proteinen, Vesikeln
und Signaltransduktion. Verglichen zur eleganten und zellschonenden Methode der
Endozytose mittels Inkubation, bedeuten die Methoden der Elektroporation und
Mikroinjektion eine wesentlich groRere Belastung der Zellen. Obwohl Mikroinjektion und
Elektroporation auf einer anderen Technik basieren, stellen sie einen Vorteil gegeniber
anderer existierender Farbemethoden dar und weiten die Verwendungsmdoglichkeiten von

Farbesubstanzen zur Darstellung von Zellen und neuronalen Netzwerken aus.
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6 Ausblick

Die Einfuhrung von QDs in die biomedizinischen Anwendung eroffnet zahlreiche
Maoglichkeiten im Hinblick auf optische Langzeitbeobachtungen von Zellen und deren
Prozesse, Simultandarstellung von verschiedenen untergeordneten Zellbestandteilen
(Proteine), Einblicke in die Technik der Einzelmolekildarstellung (Single-molecule-
detection) und moglicherweise auch bald in der angewandten Diagnostik. Ihre signalkraftigen
und lichtresistenten Eigenschaften ermdglichen es, Zellen und deren molekularen Ablaufe zu
beobachten und aufzuzeichnen. Eine zentrale Frage dabei ist: Werden QDs mit ihren
revolutiondren Eigenschaften die fluoreszierenden Farbstoffe aus ihrem Anwendungsgebiet
verdrdngen? Nein, denn sie werden eher die Mangel der fluoreszierenden Farbstoffe
besonders in der in vivo Anwendung ausgleichen und ergénzen. Doch unsere Erfahrung im
Umgang mit den QDs in verschiedensten Bereichen innerhalb der letzten 20 Jahre hat gezeigt,
dass einige nachhaltige Eigenschaften der QDs ihre Verwendung weiterhin einschréanken. So
gibt es bereits zahlreiche Ansédtze einzelne Parameter der QDs zu verdndern oder zu
verbessern. Eine Reduktion ihrer Toxizitdt z.B. konnte erlangt werden, indem die
Kernzusammensetzung und die instabilen Eigenschaften der QDs optimiert wiirden (Su,
Zhang et al., 2008). Durch eine Uberarbeitung im strukturellen Aufbau der Hille konnte das
GroRenproblem geldst werden um damit eine schnellere, intrazellulare Anreicherung der QDs
erziehlen zu konnen (Bailey & Nie, 2003). So berichtet Jin, Fujii et al. (2005) Gber eine neu
entworfene Hulle aus Calixarene, die den QDs ein geringere GrolRe, eine hohe
Emissionseffizienz und eine hohere Langzeitstabilitat verleihen. Bei der Herstellung
neuartiger QDs sollten Parameter wie Sensibilitat auf magnetische und elektrische Felder
(Shim & Guyot-Sionnest, 2000), engere Fluoreszenzemission, langere Lebenszeit,
Verbesserung der Signalstirke und Unterdriickung des ,,Blinkings* einer Eigenschaft der QDs
(Hohng & Ha, 2004) beachtet werden. Ein ganz besonderes Augenmerk sollte der
Oberflachentechnik der Hulle gewidmet werden (Hoshino, Hanaki et al., 2004). Es hat sich
gezeigt, dass eine Optimierung der Oberflache noch fern liegende Mdglichkeiten wie die
Verwendung der QDs als Transportmolekil, als Medikamentenapplikator oder in der
Medikamentenspiegelkontrolle eingesetzt werden kénnten. Ungeachtet ihrer Anwendung in
der Biotechnologie und in der Darstellung von Zellen und gesetzt den Fall, dass das Problem

der Zelltoxizitat gelost werden kann, konnten QDs zur intravendsen Injektion verwendet
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werden, um zelluldare Marker erkrankter Gewebe oder Organe des menschlichen Kdrpers zu
markieren. QDs konnten damit als Kontrastmittel fur die funktionale Darstellung von
Organen unter zu Hilfe Name von MRT, CT und PET eingesetzt werden. Weiterhin kdnnten
Enzyme an die Oberflache der QDs konjugiert werden, um diese durch Lichtaktivierung an
dem Ort ihrer Bestimmung freizusetzen und damit bdsartige Erkrankungen therapieren zu
kdnnen (Michalet, Pinaud et al., 2005). Doch erst wenn die Kosten vergleichbar niedrig zu
organischen Farbstoffen werden, eine Auswahl von zellspezifischen Markern im Handel
erhaltlich ist und das Gefahrenpotential fir ihre Verwendung eingegrenzt ist, konnte die QDs-
gestutzte  Bildgebung die  bevorzugte  Standardtechnik im  biomedizinischen

Anwendungsgebiet werden.
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7.3 AbkuUrzungsverzeichnis

ACSF Kinstliche Cerebrospinalflussigkeit (artificial cerebrospinal
fluid)

AMPAr a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure
(“propionic acid”)

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovine serum albumin

Cd Kadmium

CdTe Kadmium Tellurid

CdSe Kadmium Selenid

Cm Membrankapazitat

CT Computertomographie

DBT-I Deep brain tissue imaging

DIC Differenzial Interferenzkontrast

DNA Desoxyribonukleinséure

EGFr Epidermal growth factor receptor

EGTA Bis-(Aminoethyl)-glycolether-N,N,N’,N’-tetraacetat

G Giga

GABA Gamma-aminobutterséure

GC Gradienten Kontrast

GFP Green fluorescent protein

GRIN Linsen-Gradient-Index

Hela-Zellen Menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms

HEPES 2-4-2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-ethansulfonséure

Hz Hertz

IR Infrarot

M Mega, Meter

MRI Magnetic Resonance Imaging

NGF Nerve growth factor
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PBS

Phosphatgepufferte Salzlosung

PET

Positronen-Emissions-Tomographie

PC-12-Zellkultur

Phéochromozytom-Zellinie der Ratte

QD Quantum Dots
Q-Tracks Quantum-Tracks

RM Membranwiderstnd
RNA Ribonukleinsdure

RS Serienwiderstand

SPT Single Particle Tracking

Streptavidin-Arg-QD

Streptavidin-Arginin-Quantum Dots

TrKa Tropomyosin-Rezeptor-Kinase Typ A
\% Volt

Z.b. Zum Beispiel

ZNS Zinksulfatschale

3-D-Modell Drei-Dimensionen-Modell

7.4 Verwendete Substanzen

Alkohol, 40%-100% ml Merck
CaCl, 2mM Merck
Depex ml Merck
EGTA 0,5 mM Merck
Ethellan ml Merck
Formalin 4% Merck
Glukose 5-25 mM Merck
HEPES 10 mM Biomol
Isofluran ml Merck
K*-Gluconat 130 mM Fluka

79




Kapitel 7: Anhang

KCL 2,5-5 mM Merck
KOH 1mM Merck
Methylsalicylat ml Merck
MG-ATP 2 mM Sigma
MqgCl, 1-4 mM Merck
NaCl 125 mM Merck
NaHCOs; 25 mM Merck
NaH,PO, 1,25 mM Merck
Neurobiotin mM Merck
QD-Biotin 655 nm mM Quantum Dot Corporation
QD-Streptavidin 655 nm mM Quantum Dot Corporation
QD Tracks 705 nm mM Quantum Doz Corporation
Streptavidin-Arg 9 mM Quantum Dot Corporation
Sulforhodamin mM Merck
Xylol ml Merck
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