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Kapitel 1

Einleitung

Höheres Leben, wie wir es kennen, basiert auf der Kooperation von sehr einheitlich auf-
gebauten Einzelkomponenten, den Zellen, die sich im Laufe der biologischen Evolution
zu größeren funktionellen Einheiten zusammengeschlossen haben. Dabei interagieren beim
Menschen etwa 7 · 1012 Zellen [77] miteinander.

Das komplexeste und in seiner Funktionalität vielfältigste Organ ist das Nervensystem
von Säugetieren, insbesondere das des Menschen. Allein unser Gehirn, als der am höchst
entwickelte Teil des Nervensystems, besteht aus circa 1010 Neuronen [170], die sich zu
einem, in seiner anatomischen Organisation hoch strukturierten Netzwerk, zusammenge-
schlossen haben, welches durch kompliziertes Zusammenwirken seiner Komponenten als
oberstes Steuerorgan agiert und beim Menschen nicht zuletzt als Sitz des Bewußtseins
angesehen wird.

Trotz aller Erkenntnisse, die die Neurowissenschaften in den letzten Jahrzehnten gesam-
melt haben, fehlt uns nach wie vor fundamentales Wissen im Bereich der integrativen Ge-
hirnphysiologie, also über die Mechanismen der Zusammenarbeit von Neuronen und der
daraus resultierenden Entstehung höherer Gehirnleistungen [21]. Bedenkt man jedoch, daß
das Gehirn im Wesentlichen nur stereotype elektrochemische Signale zur Informationsko-
dierung benutzt, die aus kurzdauernden Änderungen der Zellmembranspannung bestehen
(„Aktionspotentiale“), so ist klar, daß die räumlich und zeitlich exakte Abstimmung die-
ser Signale von entscheidender Bedeutung für die Koordination und Funktionalität des
Systems sein muß. Diese spatiotemporale Synchronisation der Aktionspotentiale führt zu
rhythmischer Aktivität großer Neuronenverbände, die beispielsweise in einem Elektroen-
zephalogramm meßbar ist.

Bereits in den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts haben Adrian und Mathews ver-
mutet, daß diese EEG-Rhythmen insbesondere im Säugerneokortex den Funktionszustand
des Gehirns reflektieren oder gar diktieren [47]. Kortikale Rhythmen treten in einem wei-
ten Frequenzbereich auf, der von unter 1 Hz bis über 200 Hz reicht. Sie zeigen sowohl
örtlich begrenzte, zum Teil nur innerhalb der kortikalen Kolumne und angrenzender Be-
reiche messbare Synchronität von oft schneller Aktivität [151, 152], als auch Synchronität
von weit verteilten Gruppen von Neuronen [26]. Heute laßt sich nachweisen, daß synchrone

1
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rhythmische Aktivität in verschiedenen Gehirnbereichen stark korreliert und assoziiert ist
mit höheren Gehirnfunktionen, Verhaltens- und Wahrnehmungszuständen, motorischer
Kontrolle, dem Informationstransfer zwischen Gehirnregionen und dem ontogenetischen
oder sogar dem evolutionären Entwicklungsstand des Lebewesens [12, 21, 26, 62, 86, 118,
178]. Pathologische Veränderungen des oszillatorischen Verhaltens werden mit psychischen
(z.B. Depressionen, Schizophrenie, Morbus Alzheimer [57, 93]) und physischen Störungen
(motorische Kontrolle z.B. Tremor [102]) in Verbindung gebracht. Bei diesen Befunden
darf allerdings nicht vergessen werden, daß solche Korrelationen keine Kausalität beweisen
können und somit immer noch die Möglichkeit bleibt, daß trotz vieler Indizien zumindest
einige dieser rhythmischen Aktivitätsmuster Epiphänomene sein könnten [26, 125]. Unge-
achtet dessen ist die Fähigkeit von Neuronen, in einer großen Population oszillatorische
Rhythmen zu projizieren und synchrones Entladen zu generieren, eine der wichtigsten
Eigenschaften von Nervenzellen [93]. Beispielsweise entstehen Phänomene wie Langzeit-
potenzierung und -depression (LTP/LTD) zweifellos durch eine hohe zeitliche Präzision
der Aktivität, wie sie aus solcher Synchronität resultieren kann [113, 143, 172]. Dabei
ist, wie bereits Lord Sherrington 1906 vermutet hat, diese funktionelle Organisation des
Netzwerks hochgradig dynamisch [46], was sich an der großen Variabilität der Rhythmen
bezüglich ihrer Frequenzen, ihrer räumlichen und zeitlichen Ausdehnung, den beteiligten
Gehirnbereichen und den Entstehungsmechanismen zeigt [21].

Trotz der offensichtlich großen Bedeutung von synchroner rhythmischer Aktivität im Ge-
hirn ist dennoch über deren Generierungs- und Aufrechterhaltungsmechanismen nur wenig
bekannt [21, 26, 47, 62, 64]. Grundsätzlich werden zwei Arten der Rhythmusgenerierung
vorgeschlagen [8, 21, 26, 47, 62, 128, 139]:

1. Rhythmische Aktivität als Folge der anatomischen Organisation des Netzwerkes: Das
Verbindungsmuster zwischen den Neuronen, vor allem Rückkopplungsschleifen der
neuronalen Schaltkreise, führt durch die Latenz der synaptischen Übertragung zwi-
schen den Zellen zu Rhythmen mit genau definierten, allein von den Schaltkreiszeit-
konstanten abhängigen, netzwerkspezifischen Frequenzbereichen. Dabei ist es prinzi-
piell nicht notwendig, daß die beteiligten Neurone selbst oszillatorische Eigenschaften
besitzen [46].

2. Rhythmische Aktivität als Folge von intrinsischen Eigenschaften der Netzwerkkom-
ponenten (Neurone). Hierbei können sowohl einzelne, zu selbstständigen Oszillatio-
nen fähige Neurone, sogenannte „Schrittmacher-Zellen“, das Netzwerk antreiben, als
auch das gesamte System aus Zellen mit intrinsischen Vorzugsfrequenzen bestehen.

Als Grundlage für die intrinsische Rhythmik dieser Neurone ist eine überschwellige und
eine unterschwellige Komponente ihres elektrischen Verhaltens unterscheidbar. Bei der
überschwelligen Komponente handelt es sich um die Fähigkeit eines Neurons, selbststän-
dig, also ohne synaptische Vermittlung, das Membranpotential in regenerativer Weise über
die Entladungsschwelle zu treiben und so eine anhaltende, rhythmische Aktivität zu ge-
nerieren. Bei der unterschwelligen Komponente können zumindest zwei Varianten bislang
unterschieden werden:

1. Intrinsisch generierte Membranpotentialoszillationen (MPO), die die Entladungs-
schwelle allerdings nicht überschreiten.
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2. Ebenfalls auf intrinsische Membraneigenschaften zurückzuführende, frequenzabhän-
gige Verstärkung von synaptisch oder elektrotonisch verursachten Membranpotenti-
alveränderungen, die wegen ihrer Bandpasseigenschaft auch Impedanz- oder Mem-
branresonanz (IR) genannt wird. Deutlich wird dieses Phänomen vor allem durch
eine Frequenzanalyse der Membranimpedanz der Zelle bei sinusförmigen Stromin-
jektionen. Dabei zeigt sich im Impedanzspektrum ein charakteristisches Maximum
bei der Resonanzfrequenz1.

Natürlich schließen sich die genannten Möglichkeiten der Rhythmusgenerierung gegensei-
tig nicht aus. Vielmehr unterstützen sich im intakten Gehirn die einzelnen Komponenten
oft gegenseitig oder laufen parallel zueinander ab [21, 62]. Dies trägt entscheidend zur
großen Variabilität und Dynamik des jeweiligen Systems und der verschiedenen Systeme
untereinander bei. Erst in jüngerer Zeit haben die beiden letztgenannten unterschwel-
ligen Komponenten vermehrt Beachtung gefunden, obwohl seit langem klar ist, daß die
Wirkung synaptischer Eingänge entscheidend von der Interaktion von transmitterinduzier-
ten Veränderungen der postsynaptischen Membran mit deren intrinsischen Eigenschaften
abhängt [154]. Eine Analyse der Dynamik im unterschwelligen Membranpotentialbereich
kann so zum Verständnis von Integrationsmechanismen auf Zellebene und den daraus re-
sultierenden Netzwerkeigenschaften beitragen.

Man findet häufig, daß die Frequenz von vorhandenen spontanen Membranpotentialos-
zillationen mit der Entladungsfrequenz des Neurons korreliert [18, 31, 181, 172]. Bei ge-
naueren Untersuchungen, vor allem mit künstlich induzierten Membranpotentialoszillatio-
nen, konnte gezeigt werden, daß es bei der Integration von postsynaptischen Potentialen
zu einer an die Phase der Membranpotentialoszillationen gekoppelten Aktionspotential-
generierung kommt [31, 85, 172]. Dabei nimmt die Wahrscheinlichkeit für das Entstehen
eines Aktionspotentials zu, wenn das exzitatorische postsynaptische Potential und depola-
risierende Phase der Oszillation2 zusammentreffen [8, 47, 79]. Neben den offensichtlichen
Zeit- und Taktgebereigenschaften3 [41] der Membranpotentialoszillationen, die so zur zeit-
lichen Koordination beziehungsweise Synchronisation und damit zur Rhythmusgenerierung
beitragen, sehen Volgushew und Singer [172] darin die Möglichkeit Amplitudendifferenzen
der Eingänge in Latenzdifferenzen der Ausgänge umzuwandeln.

Obwohl seit den 40er Jahren bekannt [25], gibt es wegen der schwereren Beobachtbarkeit
der Membranresonanz wenige klare Hinweise über deren Funktion im Integrationsprozess
der Zelle. In einigen sensorischen Rezeptorzellen, wie den Haarzellen der Cochlea, den Re-
zeptorzellen der Retina von Schildkröten oder Elektrorezeptoren des Haifisches, konnte die
Membranresonanz direkt mit der Kodierung von sensorischer Information in Verbindung
gebracht werden [32, 125, 47, 62]. Über den Einfluß der Resonanz auf andere Verarbei-
tungsebenen kann bislang nur spekuliert werden. Ihre Wirkung wird dabei insbesondere
in einer frequenzselektiven Signalfilterung und unterschwelligen Frequenzbevorzugung von
synaptischen Eingängen gesehen. Dadurch soll es zu einer Beeinflussung des Antwort-
verhaltens der Zelle kommen: Eingangssignale mit bestimmten Wiederholungsraten oder

1genaueres zu Ablauf und Analyse der Impedanzuntersuchung in Kapitel 6.9.4
2insbesondere deren Maximum
3Timing-Eigenschaften
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dynamischen Profilen werden verstärkt, so daß es vor allem im nahschwelligen Membranpo-
tentialbereich zu einer erleichterten Aktionspotentialgenerierung durch „passende“ Signale
kommen kann [47, 60, 124, 126, 154, 155, 167].

Da die Membranresonanz und die spontanen Membranpotentialoszillationen wegen ihres
unterschwelligen Auftretens passive, in gewisser Weise latente Fähigkeiten der Zelle dar-
stellen, deren Wirkungen im Netzwerk erst auftreten, wenn die Neurone „von außen“ stimu-
liert werden, sind beide Mechanismen besonders zur Synchronisation und Stabilisierung
von rhythmischer neuronaler Aktivität geeignet [172]. Ein Indiz für die Bedeutung von
Membranpotentialoszillationen und Impedanzresonanz kann auch die weite Verbreitung
beider Phänomene im Nervensystem sein. Sie können in Vertebraten und Evertebraten,
von periphär-sensorischen bis zentral-kortikalen Zellen gefunden werden. Insbesondere tre-
ten sie in Neuronen von Netzwerken auf, deren Rhythmik bereits bekannt und genauer
untersucht ist. Dazu zählt

- das thalamo-kortikale System, das einige EEG-Wellen (vor allem α-Wellen und Schlaf-
Spindeln) im Kortex erzeugt [109, 150]

- das olivo-cerebelläre System, dessen rhythmische Aktivität Aufgaben bei der moto-
rischen Koordination erfüllt [86, 102]

- die hippocampale Region mit ihrem sogenannten Θ-Rhythmus, der mit Lern- und
Gedächtnisfunktionen in Verbindung gebracht wird [86, 178].

Daneben wurden Membranpotentialoszillationen und Impedanzresonanz in vielen anderen
Gehirnbereichen gefunden, in denen noch keine solche Identifizierung oder funktionelle Zu-
ordnung zu deren rhythmischer Aktivität gelungen ist [26]. Dies gilt im besonderen für den
Neokortex, der eine vielgestaltige Rhythmik seiner Aktivität zeigt [10], die teilweise auch
im kortikalen Hirnschnitt in vitro gemessen worden ist [47] und daher auf lokale kortikale
Netzwerke als Ursache für diese Rhythmik schließen läßt.

Vergleicht man die verschiedenen Gehirnregionen miteinander, so zeigen die dort gefun-
denen spontanen unterschwelligen Membranpotentialoszillationen und die Membranreso-
nanz eine große Variabilität ihres Erscheinungsbildes (Häufigkeit des Auftretens, Frequenz
und Amplitude, Spannungsabhängigkeiten etc.) und der ihnen zugrundeliegenden Gene-
rierungsmechanismen.



Kapitel 2

Literaturübersicht

2.1 Peripheres Nervensystem
Bei der Untersuchung von sensorischen Neuronen konnten insbesondere bei Mitralzellen
im Bulbus olfactorius der Ratte unterschwellige Membranpotentialoszillationen festgestellt
werden [31]. Diese zeigten sich bei allen untersuchten Neuronen bereits bei Ruhemembran-
potential (-63 ± 2 mV) mit durchschnittlich 4 mV Amplitude und Frequenzen zwischen
10 Hz und 50 Hz (T: 20◦C), wobei eine spannungsabhängige Zunahme der Oszillations-
frequenz mit Depolarisation von -65 mV bis -58 mV festgestellt wurde. Es handelte sich
dabei um intrinsisch generierte, allein auf einer Natriumleitfähigkeit beruhende Membran-
potentialoszillationen, da weder Blockierung der GABAergen sowie glutamatergen synap-
tischen Transmission, noch eine Unterdrückung spannungsabhängiger Calciumleitfähigkei-
ten durch Cobalt oder eine Veränderung der extrazellulären Kalium-Konzentration Einfluß
hatten und nur TTX zu einer Unterdrückung der Oszillationen führte.
Die ersten Messungen, die systematisch das Resonanzverhalten der neuronalen Impedanz
untersuchten, wurden von Puil et al. an Neuronen des trigeminalen Wurzelganglions von
Meerschweinchen, zum Teil auch in vivo, durchgeführt [123, 124, 125]. Dabei konnte in über
70 % der Zellen Resonanz bei Ruhemembranpotential zwischen -65 mV und -55 mV im
Impedanzspektrum festgestellt werden. Die Frequenzen lagen zwischen 66 Hz und 312 Hz
mit einer Durchschnittsfrequenz von 159 Hz (T: 37◦C). Veränderungen des Haltepotentials
führten bei Hyperpolarisation zu einer Impedanzzunahme vor allem im Frequenzbereich
unterhalb der Resonanzfrequenz, so daß es schließlich zu einem Verschwinden der Resonanz
kam. Ebenso schwächten leichte Depolarisationen die Resonanzstärke ab. Dabei stieg die
Resonanzfrequenz mit Depolarisation an, während Hyperpolarisation sie reduzierte. Die
pharmakologischen Untersuchungen wurden in vitro durchgeführt. Hier hatte TTX bei
keinem Membranpotential Einfluß auf die Resonanz. Hemmung von Kaliumleitfähigkeiten
durch TEA führte zu einer Depolarisierung, einer deutlichen Impedanzzunahme und ei-
nem Verschwinden der Resonanz, so daß bei diesen Neuronen nicht genauer spezifizierte
Kaliumströme für die Entwicklung der Membranresonanz verantwortlich gemacht wurden.
In Neuronen von dorsalen Wurzelganglien der Ratte fanden Amir et al. [7] unterschwellige
Membranpotentialoszillationen in vitro. Sie konnten vier Zelltypen mit unterschiedlichem
Verhalten unterscheiden. Neurone vom Typ A (12 %) und Typ A0 (17 %) zeigten bei
Ruhemembranpotential (∼ -60 mV) Oszillationen, mit einer Durchschnittsfrequenz von

5
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96 ± 18 Hz (78 - 127 Hz) beziehungsweise 124 ± 44 Hz (68 - 195 Hz) und Amplituden
von 1 ± 1 mV. Depolarisation bis -50 mV erhöhte die Häufigkeit des Auftretens in diesen
beiden Neuronentypen auf 27 % bzw. 35 %, wobei die Frequenz der Oszillationen leicht
zunahm. Badapplikation von TTX beziehungsweise Lidocain oder Reduktion der extrazel-
lulären Natrium-Konzentration brachte die Oszillationen zum Verschwinden, wohingegen
Cobalt keine Wirkung zeigte. Als Ursache für die Membranpotentialoszillationen nennen
die Autoren den persistierenden Natriumstrom oder den sogenannten Natrium-Fenster-
Strom in Verbindung mit einem Kaliumauswärtsstrom (evtl. Leck-Strom).
Wu und Chandler [181] untersuchten sowohl Membranpotentialoszillationen als auch Im-
pedanzresonanzen in peripheren Neuronen der Ratte. Sie zeigten, daß erst ab Tag 7 nach
der Geburt Membranpotentialoszillationen zu finden waren, deren Frequenz mit dem Al-
ter zunahm. Ab dem 14. postnatalen Tag hatten die Membranpotentialoszillationen eine
Frequenz von 91 ± 16 Hz (74 - 121 Hz; T: 22◦C - 24◦C), die allerdings erst durch Depola-
risation vom Ruhemembranpotential (-63 ± 3 mV) auf Meßpotentiale positiv von -60 mV
auftraten. Dabei nahm in einem schmalen Membranpotentialfenster die Amplitude und die
Frequenz der Oszillationen zu. Bei der Membranresonanz zeigte sich eine ähnliche Span-
nungsabhängigkeit: Sowohl die Frequenz als auch die Qualität der Resonanz nahmen mit
Depolarisation zu, wobei die Resonanzfrequenz Werte von 20 Hz bis 135 Hz (T: 22◦C -
24◦C) erreichte und der Qualitätsfaktor1 um den Faktor 10 anstieg. Beide Phänomene
ähneln sich auch in ihrer pharmakologischen Modulierbarkeit:
Blockierung der synaptischen Übertragung und Badapplikation von Cadmium hatte kei-
nen Effekt. TEA reduzierte die Frequenz der Membranpotentialoszillation um 26 ± 4 %
(120 Hz auf 90 Hz) und die Resonanzfrequenz um 50 % (104 ± 20 Hz auf 54 ± 18 Hz)
ohne Einfluß auf den Q-Wert. TTX blockierte die Oszillationen und reduzierte die Reso-
nanzfrequenz (-34 %) und den Q-Wert (-50 %) deutlich. 4-AP führte in einem Teil der
Neuronen zu einer starken Reduktion (-70 %) von Amplitude und Frequenz der Oszilla-
tionen und ließ sie in anderen Zellen ganz verschwinden. Außerdem war bei den Zellen,
die auf ihr Impedanzverhalten untersucht wurden, keine Resonanz mehr festzustellen. Wu
und Chandler sehen daher als Ursache für beide Phänomene einen 4-AP-sensitiven, nicht-
inaktivierenden Kaliumauswärtsstrom2, der vom persistierenden Natriumstrom verstärkt
wird.

Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[31] 10 - 50 Hz f: Zunahme mit Depolarisation nur TTX-sensitiv
[7] 70 - 200 Hz f: Zunahme mit Depolarisation INaP

+ K+-Strom
[181] ∼ 90 Hz f: Zunahme mit Depolarisation TTX und 4-AP-sensitiv

Tabelle 2.1: Peripheres Nervensystem 1. Membranpotentialoszillationen.

1Q-Wert vgl. Kap. 7.3
2nicht näher spezifiziert
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Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[123, 124, 125] ∼ 160 Hz f: Zunahme mit Depolarisation nur TEA-sensitiv

Q: Abhahme mit Depolarisation
[181] 20 - 135 Hz f: Zunahme mit Depolarisation nur TEA-sensitiv

Q: Zunahme mit Depolarisation

Tabelle 2.2: Peripheres Nervensystem 2. Impedanzresonanz.

2.2 Hirnstamm
In inspiratorischen und expiratorischen Neuronen der Medulla oblongata der Katze wurden
in vivo hochfrequente, nichtspannungsabhängige spontane Membranpotentialoszillationen
( f: 58 Hz; 50 - 100 Hz; T: 38 ± 0.5◦C) mit einer Amplitude von 2 - 3 mV [56] gefunden.
Der Olivenkernkomplex ist, was rhythmische Aktivität betrifft, die wichtigste Struktur in
der Medulla oblongata. Lampl et al. [85, 86], Llinas et al. [92] und Yarom [182] konnten
in mehreren Studien zeigen, daß ca. 10 % der untersuchten Neuronen des Olivenkernkom-
plexes von Meerschweinchen in vitro bereits bei Ruhemembranpotential (-61 ± 10 mV)
unterschwellige Membranpotentialoszillationen aufwiesen. Diese waren vom Membranpo-
tential unabhängig und hatten eine Durchschnittsfrequenz von 3.6 ± 1.2 Hz (3 - 9 Hz;
T: 33◦C - 34◦C) und Amplituden um 3 mV. Bei simultanen Ableitungen zweier Neuro-
ne in einem Hirnschnitt wurden synchrone, in Phase und Frequenz identische Oszillatio-
nen festgestellt. Die Membranpotentialoszillationen waren weder durch TTX noch durch
Blockierung der GABAergen und glutamatergen synaptischen Transmission zu beeinflus-
sen. Allerdings blockierten sowohl Cobalt und Cadmium als auch der unspezifische Gap-
Junction-Blocker Octanol die Oszillationen. Da bekannt ist, daß olivare Neurone stark
elektrisch gekoppelt sind, schließen die Autoren aus diesen pharmakologischen Untersu-
chungen, daß die Membranpotentialoszillationen über Gap Junctions vermittelt und von
einem Calciumstrom (T-Typ) oder eventuell von einem durch Calcium aktivierten Kali-
umstrom unterstützt werden.
Lampl et al. [86] untersuchten das Resonanzverhalten der Impedanz von Neuronen des
Olivenkernkomplexes. Dabei konnten in fast allen Neuronen Resonanz bei Ruhemembran-
potential (-61 ± 10 mV) festgestellt werden, deren Durchschnittsfrequenz bei 5.3 ± 1.8 Hz
lag. Eine Veränderung des Meßpotentials führte in 56 % der Neuronen zu einer spannungs-
abhängigen Zunahme der Frequenz mit Hyperpolarisation, wobei die Autoren eine lineare
Steigung mit -0.132 ± 0.074 Hz

mV
feststellen. In den verbleibenden 44 % der Zellen blieb die

Frequenz allerdings konstant. Der Impedanzwert bei der Resonanzfrequenz (Zmax) nahm
sowohl bei De- als auch bei Hyperpolarisation vom Ruhemembranpotential aus ab. Ähnlich
wie bei den Membranpotentialoszillationen zeigte TTX keine Wirkung, Cäsium dagegen
führte zu einer allgemeinen Impedanzzunahme bei allen Frequenzen. Nickel, Cobalt und
Octanol verminderten den Zmax-Wert deutlich und bewirkten so eine Verschlechterung der
Resonanz. Octanol hatte zusätzlich eine frequenzerhöhende Wirkung3. Obwohl die Reso-
nanz nicht vollständig durch diese Calciumkanalantagonisten unterdrückt werden konnte,
führten die Autoren den T-Typ-Ca2+-Strom als Ursache für die Resonanz an. Der enge Zu-

3von ∼5 Hz auf ∼10 Hz
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sammenhang von Impedanzresonanz und Membranpotentialoszillationen wurde zusätzlich
in 3 Neuronen bestätigt, die beide Phänomene zeigten und bei denen die Resonanz- und
Oszillationsfrequenz identisch waren. In einer Versuchsreihe wurde die Temperaturabhän-
gigkeit der Membranpotentialoszillationen und Impedanzresonanz untersucht. Yarom und
Lampl fanden für beide Phänomene eine lineare Zunahme der Frequenz bei schrittweiser
Erhöhung der Temperatur von 26◦C auf 32◦C (fR

max: 0.3 ± 0.8 Hz
◦C ; fS

max: 0.26
Hz
◦C ).

Bal und McCormick [12] fanden in den gleichen Zellen zusätzlich eine Cäsium-sensitive
Komponente der Membranpotentialoszillationen und schlossen auf eine Beteiligung des
durch Hyperpolarisation aktivierten Kationenstroms, des sogenannten H-Stroms.
Placantonakis et al. [120, 121] untersuchten Membranpotentialoszillationen im Oliven-
kernkomplex von juvenilen Ratten und konnten zwei Oszillationstypen unterscheiden: Die
spontan auftretenden Oszillationen waren Serotonin-sensitiv, was auf dessen hemmende
Wirkung auf den T-Calciumstrom zurückgeführt wurde. Diese spontanen Membranpoten-
tialoszillationen konnten häufiger als in anderen Untersuchungen des Olivenkernkomplexes
gefunden werden ( ∼50 %), mit nicht-spannungsabhängigen Frequenzen zwischen 0.8 Hz
und 8.9 Hz ( f: 5.1 ± 0.3 Hz; T: 35 ± 1 ◦C) und sehr großen Amplituden (∼10 mV). Der
zweite Oszillationstyp wurde durch NMDA-Applikation induziert und konnte durch nicht-
kompetitive NMDA-Rezeptor-Antagonisten wie Dizocilpin, Ketamin oder L-689 blockiert
werden. Interessanter weise hatte der kompetitive NMDA-Rezeptor-Antagonist APV keine
Wirkung auf die Oszillationen. Dieser NMDA-induzierte Oszillationstyp unterschied sich
in Form und Frequenz ( f: 4.1 ± 0.2 Hz) signifikant vom spontanen Typ, genauso wie in
dessen Sensitivität auf Ionenkanal- und Rezeptorantagonisten, so daß die Autoren hier von
einem zweiten unabhängigen Oszillationsmechanismus sprechen.
Auch im Bereich der Pons wurden Membranpotentialoszillationen gefunden. Tegmentale
Neurone der Ratte [164] zeigten TTX-sensitive Oszillationen des Membranpotentials, die
im unterschwelligen Bereich (-60 mV bis -50 mV) eine nicht-spannungsabhängige Frequenz
von circa 12 Hz4 hatten. Aufgrund der Sensitivität gegenüber TTX machen die Autoren
den persistierenden Natriumstrom für die Generierung der Oszillationen verantwortlich.
Weitere Depolarisation unter TTX-Wirkung führten zwischen -48 mV und -36 mV zu er-
neuten, Cadmium- aber nicht Nickel-sensitiven Oszillationen mit Frequenzen um 9 Hz, die
mit zunehmender Depolarisation anstiegen. Neben Cadmium führte auch Calcium-freie
extrazelluläre Lösung zur Unterdrückung der Spannungsoszillationen. Sowohl der Span-
nungsbereich als auch die Pharmakologie dieser Oszillationen sprechen für eine Beteiligung
von N/L-Typ Calciumkanälen bei deren Generierung.
Ebenfalls im Bereich der Pons wurden in A5-Neuronen der Formatio reticularis von juveni-
len (P5 - P10) Ratten spontane Membranpotentialoszillationen gefunden [55]. Die Oszilla-
tionen traten in Membranpotentialbereichen zwischen -58 mV und -65 mV mit Frequenzen
unter 6 Hz (0.5 - 2 Hz; T: 22◦C) auf. TTX führte nur zu einer Abschwächung der Mem-
branpotentialoszillationen. Erst die Reduktion der extrazellulären Natrium-Konzentration
blockierte die Oszillationen. Für die Generierung der Membranpotentialoszillationen wur-
den daher ein TTX-insensitiver Natriumstrom verantwortlich gemacht, der entweder durch
Natriumkanäle im persistierenden Modus oder durch den sogenannten Natrium-Fenster-
Strom vermittelt wird.

4ohne Temperaturangabe
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Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[56] ∼ 60 Hz f: ? ?
[92, 182, 85, 86] ∼ 4 Hz f: nicht spannungsabhängig IT + Gap J. evtl. IH

[121, 120] a. ∼ 5 Hz a. f: nicht spannungsabhängig IT + IN/L

b. ∼ 4 Hz b. f: ? INMDA

[164] ∼ 12 Hz f: nicht spannungsabhängig INaP

[55] < 6 Hz f: ? TTX-insensitiver INa

Tabelle 2.3: Hirnstamm 1. Membranpotentialoszillationen.

Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[86] ∼ 5 Hz f: Zunahme mit Hyperpolarisation IT

Q: Maximum bei RMP (-60mV)

Tabelle 2.4: Hirnstamm 2. Impedanzresonanz.

2.3 Dienzephalon
Im Dienzephalon hat für die neuronale Rhythmik vor allem der Thalamus eine herausra-
gende Bedeutung. In thalamischen Neuronen sind in erster Linie die zu rhythmischen Ak-
tionspotentialentladungen führenden Membranpotentialoszillationen untersucht worden,
die Steriade und McCormick als Grundlage für einige EEG-Wellen des Schlafs identifizier-
ten [87, 115, 145, 153]. Diese niederfrequenten (∼2 Hz) Oszillationen werden durch ein
Zusammenspiel des T-Calciumstroms, H-Stroms und Calcium-aktivierter Kaliumströme
generiert und hängen stark vom Membranpotential der Zelle ab.
Aber auch Untersuchungen zum Impedanzverhalten wurden an thalamischen Neuronen
durchgeführt. Ströhmann et al. [154] konnten in Neuronen des auditorischen Thalamus
des Huhns Resonanzen bei Ruhemembranpotential (-60 ± 2 mV) mit einer durchschnitt-
lichen Frequenz von 5.6 ± 0.4 Hz (2 - 12 Hz; T: 34◦C) finden. Im Gegensatz zur Frequenz
war die Resonanzqualität (Q-Wert) spannungsabhängig, wobei der Qualitätsfaktor mit
Hyperpolarisation zu- beziehungsweise mit Depolarisation abnahm. TTX hatte auf die
Resonanzfrequenz keinen Einfluß, reduzierte aber den Qualitätsfaktor bei Membranpoten-
tialen positiv von -65 mV. 4-AP, TEA und Nickel veränderten die Resonanzeigenschaften
nicht, wohingegen Cäsium, vor allem im Frequenzbereich unterhalb der Resonanzfrequenz,
zu einer Impedanzzunahme führte und so die Resonanz zum Teil ganz unterdrückte. Au-
ßerdem nahm die Resonanzfrequenz deutlich ab. Die Autoren sehen daher den H-Strom
als Ursache der Impedanzresonanz, die vom persistierenden Natriumstrom verstärkt wird.
Strohmann, et al. [155] stellen die Hypothese auf, daß die Resonanzfrequenz aufgrund
der unterschiedlichen Exprimierungsstärke des H-Kanals von der neuronalen Verarbei-
tungsebene des untersuchten Neurons abhängig ist. Sie zeigten, daß auf dem auditorischen
Weg durch das Nervensystem des Huhns die Resonanzfrequenz mit Anstieg der Verar-
beitungsebene abnimmt: Auf sensorischer Ebene ist die Resonanzfrequenz ∼100 Hz, im
Olivenkernkomplex ∼50 Hz, im Thalamus ∼10 Hz und im auditorischen Kortex war keine
Resonanz mehr zu finden (0 Hz).
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Dagegen können Jahnsen und Karnup [66] in einer vergleichenden Studie zum Impedanz-
verhalten von Neuronen des Thalamus, Hippokampus und Neokortex von Meerschweinchen
keine wesentlichen Unterschiede der Resonanzfrequenzen feststellen.
Tennigkeit, et al. [168, 169, 167] fanden im auditorischen Thalamus der Ratte Impedanzre-
sonanzen der Neurone, die sich von denen des Huhns zu unterscheiden scheinen. Resonanz
konnte nur bei Ruhemembranpotential (∼-65 mV) und hyperpolarisierten Haltepoten-
tialen gemessen werden. Depolarisation führte zur Unterdrückung der Resonanz, da die
Impedanz im unteren Frequenzbereich (< 20 Hz) deutlich abnahm. Die Resonanzfrequenz
war dagegen nicht spannungsabhängig und lag bei ∼1 Hz (T: 21◦C - 25◦C). Temperatur-
erhöhung auf 35◦C verdoppelte die Frequenz auf ∼2 Hz, was aber immer noch deutlich
unter den in Neuronen des Huhns gemessenen Werten liegt. Auch beim zugrundeliegenden
Generierungsmechanismus unterscheiden sich die Ergebnisse. TTX führte erneut nur zu
einer Abschwächung der Resonanzqualität (um bis zu 40 %) ohne Einfluß auf die Frequenz.
Unterdrückung der Resonanz erfolgte durch Applikation von Nickel oder Calcium-freie ex-
trazelluläre Lösung, wohingegen 4-AP, Barium und auch Cäsium die Resonanzgröße, durch
eine Zunahme der Impedanz vor allem unterhalb der Resonanzfrequenz, nur schwächten.
Die Autoren schlossen daraus, daß die Impedanzresonanz von Neuronen des auditorischen
Thalamus der Ratte vom T-Calciumstrom verursacht und vom persistierenden Natrium-
strom beziehungsweise von einwärtsgleichrichtenden Kaliumströmen und dem A-Strom
moduliert wird.
Dies scheint der häufigere Mechanismus der thalamischen Impedanzresonanz bei Säugetie-
ren zu sein, da auch Puil et al. [126] und Hutcheon et al. [61] zu einem ähnlichen Ergebnis
in Neuronen des auditorischen Thalamus von Meerschweinchen kommen. Sie fanden Im-
pedanzresonanzen bei Ruhemembranpotential (-66 ± 8 mV) im Bereich von 2 - 4 Hz
(T: 34◦C), deren Qualität mit Hyperpolarisation zunahm und die Nickel- und Octanol-
sensitiv waren, aber von Cäsium nicht verändert wurden. Außerdem fanden sie noch einen
zweiten höherfrequenten Resonanztyp, der erst durch Depolarisierung des Membranpoten-
tials auftrat, dessen Frequenz mit Depolarisierung von 12 Hz auf 26 Hz zunahm und der
nach TTX-Applikation verschwand.
In neurosekretorischen Zellen der Hypophyse im Hypothalamus wurden spontane Mem-
branpotentialoszillationen gefunden. Magnozelluläre hypothalamische Neurone des Nucleus
supraopticus der Ratte [18, 91] entwickeln 7 bis 12 mV negativ von der Entladungsschwel-
le breitbandige, unterschwellige Membranpotentialoszillationen im Frequenzbereich von
10 bis 70 Hz ( f: 47 ± 14 Hz), die intrinsisch generiert wurden, da weder Blockierung
der synaptischen Transmission noch elektrische Entkoppelung durch Heptanol sich auf
die Oszillationen auswirkten. Dagegen waren sie sowohl TTX- als auch TEA-sensitiv.
Andere Ionenkanalblocker wie Cadmium, Apamin, 4-AP, Charybdotoxin und Iberiotoxin
(ICaK

-Blocker), Carbachol, Cäsium oder Barium hatten keinen Einfluß auf die Membran-
potentialoszillationen. Die nach TTX-Applikation durchgeführte Depolarisation auf durch-
schnittlich -32 mV erzeugte teilweise erneut Oszillationen des Membranpotentials mit einer
Frequenz von 35 ± 10 Hz, die Cadmium-sensitiv waren. Für die unterschwelligen Oszilla-
tionen machen die Autoren einen nicht-inaktivierenden Natriumstrom (INaP

oder INaW
)im

Zusammenspiel mit einem neu-postulierten TEA-sensitiven Kaliumauswärtsstrom verant-
wortlich.
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Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[87] ∼ 2 Hz f: ? IT ↔ IH

[18, 91] ∼ 50 Hz f: ? TTX- und TEA-sensitiv

Tabelle 2.5: Zwischenhirn 1. Membranpotentialoszillationen.

Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[154] ∼ 6 Hz f: nicht spannungsabhängig IH + INaP

Q: Zunahme mit Hyperpolarisation
[168, 169, 167] ∼ 1 Hz f: nicht spannungsabhängig IT + INaP

+ IA + Kir
Q: ?

[154] 2 - 4 Hz f: nicht spannungsabhängig IT + INaP

Q: Zunahme mit Hyperpolarisation

Tabelle 2.6: Zwischenhirn 2. Impedanzresonanz.

2.4 Telenzephalon
Im Telenzephalon ist vor allem die hippokampale Region mit ihren umgebenden Ein- und
Ausgangsgebieten auf ihr unterschwelliges elektrisches Verhalten untersucht worden.
In Subiculumneuronen der Ratte haben Mattia et al. [105] unterschwellige Membranpoten-
tialoszillationen in 20 von 91 Zellen gefunden, die nach Depolarisation des Membranpoten-
tials auf -60 mV bis -50 mV auftraten. Die Frequenz der Oszillationen lag bei 5.3 ± 1.1 Hz
(4 - 9 Hz; T: 33 ± 1◦C). Blockierung der synaptischen Transmission und Applikation von
Cäsium hatte keinen Einfluß auf die Oszillationen. Cobalt und Cadmium führten zu einer
leichten Frequenzerniedrigung, aber nur TTX ließ die Membranpotentialoszillationen ver-
schwinden.
Auch im basolateralen und lateralen Bereich der Amygdala von Meerschweinchen konn-
ten in 94 % der Zellen intrinsisch generierte Membranpotentialoszillationen gefunden wer-
den [117, 118]. Es zeigten sich dabei zwei, in unterschiedlichen Membranpotentialbereichen
auftretende Arten von Oszillationen. Der unterschwellige Typ trat in einem Potential-
fenster zwischen -60 mV und der Entladungsschwelle mit einer durchschnittlichen nicht-
spannungsabhängigen Frequenz von 2.3 ± 1.1 Hz (0.5 - 9 Hz; 80 %: 1 - 3.5 Hz; T: 36 ± 1◦C)
auf und war TTX-, Barium- und Carbachol-sensitiv. Cobalt und eine Entfernung des ex-
trazelluären Calciums hatten keinen Einfluß, was genauso für 4-AP, Iberiotoxin, Apamin,
Cäsium und TEA galt. Der zweite Oszillationstyp konnte nach Applikation von TTX
bei Membranpotentialen zwischen -40 mV und -20 mV mit etwas höheren Frequenzen
( f: 5.8 ± 1.1 Hz; 1 - 7 Hz; 80 % : 2 - 6 Hz) beobachtet werden. Diese Oszillationen
reagierten empfindlich auf Veränderungen der extrazellulären Calcium-Konzentration und
die Applikation von Cobalt, Barium und TEA. Durch Voltage-Clamp Messungen konnten
für die Potentialbereiche, in denen die beiden Oszillationstypen auftraten, negative Stei-
gungen der Strom-Spannungskennlinie nachgewiesen werden. In einer ergänzenden Stu-
die führten die Autoren Impedanzuntersuchungen in Neuronen des gleichen Bereichs der
Amygdala durch [117]. Sie konnten Resonanzen in den Impedanzspektren nur durch De-
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polarisation nahe an die Entladungsschwelle (∼-53 mV) feststellen. Die Resonanzfrequenz
lag bei 2.4 ± 1 Hz. Die Resonanzqualität wurde durch TTX um ∼30 % reduziert und
durch Barium völlig unterdrückt. Dagegen zeigten Cäsium, TEA und 4-AP keine Wir-
kung. Für die Impedanzresonanz und die unterschwelligen Membranpotentialoszillationen
machen die Autoren das Zusammenspiel zwischen dem M-Strom und dem persistierenden
Natriumstrom verantwortlich. Die hochschwelligen Oszillationen sollen durch nicht näher
spezifizierte Kalium- und Calciumströme generiert werden.
In CA1/CA3 Neuronen des Hippokampus der Ratte fanden Yim und Leung [88] Membran-
potentialoszillationen, die nach Depolarisation des Membranpotentials an die Entladungs-
schwelle entstanden. Die Oszillationsfrequenz nahm mit Depolarisation zu und lag bei 2 -
10 Hz (T = 32◦C). Blockierung der synaptischen Transmission, Applikation von Cadmium,
Barium, Cäsium, 4-AP oder Reduktion der extrazellulären Calcium-Konzentration wirkten
sich nicht auf die Oszillationen aus. Dagegen verschwanden sie nach Applikation von TTX,
QX-314 (intrazellulär) oder Reduktion der extrazellulären Natrium-Konzentration. Wie-
derum traten bei weiterer Depolarisation unter TTX-Wirkung zum Teil neue, Cadmium-
sensitive Oszillationen mit etwas niedriger Frequenz (< 5 Hz) auf.
Zu ähnlichen Ergebnissen kamen Psarropoulou und Avoli in CA1-Neuronen des Hippo-
kampus [122]. Sie fanden in 72 % der Zellen spontane spannungsabhängige Membranpo-
tentialoszillationen mit Frequenzen5 zwischen 3 - 15 Hz (-50 mV: f: 7.8 ± 0.6 Hz), die
TTX-sensitiv waren und nach Applikation von Cobalt ihre Frequenz reduzierten.
Neben diesen intrinsisch generierten, unterschwelligen Membranpotentialoszillationen konn-
ten andere Gruppen auch Gap Junction-vermittelte Oszillationen des Membranpotentials
in hippokampalen Neuronen identifizieren [35, 71].
Pike et al. [119] führte an CA1-Neuronen des Hippokampus der Ratte Impedanzunter-
suchungen durch. Sie fanden dabei verschiedenes, vom Neuronentyp abhängiges Reso-
nanzverhalten. Pyramidenzellen zeigten bei Ruhemembranpotential (-62 ± 1 mV) eine
Impedanzresonanz im Bereich von 2 - 12 Hz6 ( f: 4.1 ± 0.4 Hz). Sogenannte fast-spiking
Interneurone hatten bei Ruhemembranpotential (-58 ± 1 mV) ein Maximum im Impedanz-
spektrum bei 10 - 50 Hz ( f: 26 ± 5 Hz) und horizontale Interneurone waren im Bereich
von 1 - 5 Hz ( f: 2.4 ± 0.5 Hz; RMP: -65 ± 2 mV) resonant. TTX-Applikation konnte die
Resonanz der fast-spiking Interneurone unterdrücken, blieb aber bei den anderen Zellen
ohne Wirkung.
Eine wichtige Umschaltstation des allokortikalen Bereichs ist der entorhinale Kortex. In
Neuronen des entorhinalen Kortex konnten Agrawal et al. [4], Alonso et al. [5], Dickson et
al. [33], Klink et al. [78, 79] und White et al. [177] intrinsisch generierte, unterschwellige
Membranpotentialoszillationen nachweisen. In etwa 80 % der Sternzellen der Schicht II
traten Oszillationen bei Membranpotentialen zwischen -59 mV und -54 mV auf, die in
Nicht-Stern-Zellen nicht zu beobachten waren. Die Oszillationsfrequenz lag bei 5 - 12 Hz
( f: 8.2 Hz [5] bzw. 9.2 Hz [79]; T: 35◦C) und zeigte eine deutliche Temperaturabhängigkeit
( f: 3.1 Hz [33]; T: 24◦C). Da sowohl TTX als auch ZD7288 die Oszillationen unterdrück-
ten, wird ein Zusammenspiel zwischen persistierendem Natriumstrom und dem H-Strom
als Generierungsmechanismus vorgeschlagen, auch wenn sich einige ihrer Veröffentlichun-
gen widersprechen. So war in einer Versuchsreihe [78] auch Barium und TEA in der Lage,

5ohne Temperaturangabe
6ohne Temperaturangabe
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die Oszillationen des Membranpotentials zu beenden. In einer späteren Veröffentlichung
[33] dagegen reduzierte Barium zwar die Frequenz, erhöhte aber die Amplitude der Os-
zillationen. Außerdem modulierten Cobalt und Cadmium die Frequenz (Reduktion um
15 - 40 %), so daß wohl auch Calciumströme berücksichtigt werden müssen.
Heinemann et al. [36, 135] finden beim Vergleich von Neuronen der Schicht II mit Neuronen
aus den Schichten IV-VI des entorhinalen Kortex der Ratte in vitro sehr ähnliche Mem-
branpotentialoszillationen bei Haltepotentialen bis -50 mV (Schicht II: 8.1± 0.7 Hz; Schich-
ten IV-VI: 10.4± 1.1 Hz). Bei weiterer Depolarisierung über die Entladungsschwelle hinaus
wurden die Membranpotentialfluktuationen in sehr kurzen Interspike-Intervallen analy-
siert. Dabei zeigte sich bei Neuronen aller Schichten ein Anstieg der Oszillationsfrequenz
(Schicht II: 20.4 ± 1.8 Hz; Schichten IV-VI: 22.8 ± 1.7 Hz).
Eine Untersuchung von Heinemann et al. in Neuronen des perirhinalen Kortex [135] zeig-
te, daß die dort gefundenen Membranpotentialoszillationen denen im entorhinalen Kortex
sehr ähnlich sind ( f: 8.6 ± 0.6 Hz; T: 34◦C).

Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[105] ∼ 5 Hz f: ? TTX-sensitiv
[117, 118] ∼ 2 Hz f: nicht spannungsabhängig IM + INaP

[88] 2 - 10 Hz f: Zunahme mit Depolarisation INaP

[122] 3 - 15 Hz f: Zunahme mit Depolarisation TTX-sensitiv
[4, 5] ∼ 8 Hz f: ? IH + INaP

Tabelle 2.7: Großhirn 1. Membranpotentialoszillationen.

Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[117, 119] ∼ 2 Hz f: nicht spannungsabhängig IM + INaP

Q: ?
[119] 10 - 50 Hz f: nicht spannungsabhängig TTX-sensitiv

Q: ?

Tabelle 2.8: Großhirn 2. Impedanzresonanz.

2.4.1 Neokortex

Der Neokortex von Säugetieren ist insbesondere was Impedanzuntersuchungen betrifft, der
am wenigsten erforschte Gehirnbereich.
Im visuellen Kortex der Ratte bzw. Katze [173] wurden in vivo hochfrequente Membran-
potentialoszillationen gemessen, die allerdings auf synaptische Ereignisse zurückzuführen
waren. Singer et al. [10] fanden in bestimmten Neuronen (sog. „chattering cells“) des visu-
ellen Kortex der Katze in vivo intrinsisch generierte, überschwellige „γ-Oszillationen“ (25-
70 Hz), wobei die Impedanz dieser Zellen monoton mit der Frequenz abnahm und damit
kein von 0 Hz verschiedenes Maximum (Resonanz) besaßen.
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In Pyramidenzellen der Schicht V des somatosensorischen Kortex der Ratte fanden Silva
et al. [141] unterschwellige Membranpotentialoszillationen, die auch bei Unterbindung der
synaptischen Transmission nach Depolarisation bis nahe an die Entladungsschwelle mit
Frequenzen zwischen 5 Hz und 9 Hz auftraten und durch TTX unterdrückt wurden.
Amitai [8] untersuchte im somatosensorischen Kortex Membranpotentialoszillationen, die
nach folgendem experimentellem Verfahren zu beobachten waren: Das Membranpotential
wurde langanhaltend depolarisiert, bis es zu Spike-Inaktivierung kam. Daraufhin wurde
das Haltepotential leicht hyperpolarisiert bis das Membranpotential zu oszillieren begann.
In 69 % der so behandelten Neuronen zeigten sich in einem schmalen Membranpotential-
fenster zwischen -45 mV und -55 mV Oszillationen mit spannungsabhängiger Frequenz von
7 Hz bis 40 Hz (T: 35◦C - 36◦C), die TTX-sensitiv waren und durch Cobalt ihre Frequenz
und Amplitude verkleinerten.
Impedanzuntersuchungen an Pyramidenzellen der Schichten I-V des somatosensorischen
Kortex von juvenilen (P4 - P19) Ratten von Hutcheon et al. [59, 60] zeigten in 32 von
59 Neuronen7 Resonanzen bei Ruhemembranpotential (∼-70 mV) mit einer Resonanzfre-
quenz von 1.3 ± 0.4 Hz (0.7 - 2.5 Hz; T: 24◦C - 26◦C) und einem Qualitätsfaktor von
40 ± 30. Die Veränderung des Haltepotentials offenbarte eine Spannungsabhängigkeit der
Impedanzgröße vor allem bei Frequenzen unter 20 Hz. Depolarisation führte zu einer Im-
pedanzzunahme und somit zu einem Ansteigen der Resonanzqualität, ohne daß sich die
Resonanzfrequenz signifikant veränderte. TTX-Applikation führte bei Depolarisation zu
einer Abnahme der Resonanzfrequenz und -qualität. Keine Wirkung auf die Impedanzen
hatte TTX bei Membranpotentialen negativ von -75 mV, im Gegensatz zu Barium, das
vor allem bei solch hyperpolarisierten Potentialen zu einer allgemeinen Impedanz- und
Resonanzqualitätszunahme und einer Reduktion der Resonanzfrequenz führte. Die Appli-
kation von Cäsium, auch in Kombination mit Barium, resultierte in einer Unterdrückung
des Resonanzverhaltens der Zellen. Hutcheon et al. schlossen daraus, daß diese kortikale
Membranresonanz vom H-Strom generiert und in den jeweiligen Potentialbereichen vom
persistierenden Natriumstrom verstärkt beziehungsweise von einwärtsgleichrichtenden Ka-
liumkanälen gedämpft wird.
In Pyramidenzellen der Schicht V des frontalen Kortex von Meerschweinchen fanden Llinas
und Yarom [94] Membranpotentialoszillationen mit einer spannungsabhängigen Frequenz
von 10 Hz bis 45 Hz (T: 37◦C). Dabei zeigten 18 von 37 Neuronen diese Oszillationen
bereits bei Ruhemembranpotential (∼-63 mV), bei den anderen 19 Zellen traten sie erst
nach Depolarisation des Membranpotentials, zum Teil bis auf -45 mV, auf. Bei solch po-
sitiven Membranpotentialen konnten nur noch Interspikephasen des Membranpotentials
analysiert werden. Die beobachteten Fluktuationen des Membranpotentials deuteten die
Autoren als eigenen, nicht-spannungsabhängigen ( f: 44.7 ± 4.6 Hz) Oszillationstyp, ob-
wohl auch diese Oszillationen nach TTX-Applikation verschwanden.
Auch Gutfreund et al. [47] untersuchten Membranpotentialoszillationen in Pyramidenzel-
len des frontalen Kortex. Sie stellten fest, daß circa 50 % der Zellen nach Depolarisation
des Membranpotentials, zum Teil auch über die Entladungsschwelle hinaus, spannungs-
abhängige Oszillationen zeigten, die linear mit der verwendeten Stromstärke von 4 Hz
auf bis zu 27 Hz anstiegen (8.6 ± 0.6 Hz

nA
; T: 34◦C). Neben TTX unterdrückte auch die

gemeinsame Applikation von TEA, Cobalt, Nickel und Cäsium die Oszillationen. Die-
7ohne altersabhängige Unterscheidung
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ser „breitbandige“ Antagonistencocktail erschwert allerdings doch eine Analyse der ver-
antwortlichen Ionenmechanismen. Außerdem führten sie Impedanzuntersuchungen in 30
anderen Neuronen des frontalen Kortex durch. Es zeigte sich eine spannungsabhängige Ver-
änderung des Resonanzverhaltens der Zellen. Bei Ruhemembranpotential (-66 ± 9 mV)
lag das Impedanzmaximum bei etwa 3 Hz. Depolarisation, erneut auch über die Entla-
dungsschwelle hinaus, führte zu einer angeblich8 linearen (0.3 ± 0.1 Hz

mV
) Zunahme der

Resonanzfrequenz auf bis zu 12 Hz. Neben der Frequenzzunahme hatte Depolarisation
des Membranpotentials eine Abnahme der Impedanzgröße bei niedrigen Frequenzen und
damit eine Zunahme des Qualitätsfaktors zur Folge. Die Impedanzresonanz ließ sich durch
gemeinsame Applikation von TEA mit Cäsium aufgrund einer Erhöhung der Impedanz
bei niedrigen Frequenzen beseitigen. TTX und Nickel führten bei depolarisierten Mem-
branpotentialen zu einer allgemeinen Impedanzzunahme, ohne die Resonanzfrequenz zu
verändern. Cobalt dagegen hatte auf das Impedanzverhalten der Zellen keinen Einfluß.
Die Autoren geben sowohl für die Membranpotentialoszillationen als auch für die Impe-
danzresonanz den gleichen Generierungsmechanismus an. Beide Phänomene sollen durch
ein Zusammenspiel des persistierenden Natriumstroms mit einem langsam aktivierenden,
nicht-inaktivierenden Kaliumstrom9 entstehen.
Im präfrontalen Kortex von juvenilen (2 - 4 Wochen) Ratten haben Sejnowski et al. [39]
bei Membranpotentialen positiv von -60 mV in Pyramidenzellen und Interneuronen der
Schichten V/VI spontane Membranpotentialoszillationen gefunden. Im Spannungsbereich
zwischen -60 mV und -50 mV zeigten beide Neuronentypen sehr ähnliche, nichtspannungs-
abhängige Oszillationen (Pyramidenzellen: 4.9 ± 1.9 Hz; Interneurone: 5.9 ± 2.7 Hz;
T: 30◦C - 32◦C). Depolarisation über die Entladungsschwelle hinaus (Interspike-Analyse)
führte, wie schon im frontalen Kortex, zu Membranpotentialoszillationen mit höheren,
spannungsabhängigen Frequenzen. Hierbei unterscheiden sich nun Pyramidenzellen und
Interneurone: Die Oszillationsfrequenz der Pyramidenzellen ( f: 9.9 ± 3.6 Hz) war nied-
riger und hatte eine schwächere Spannungsabhängigkeit (Steigung: 0.38 Hz

mV
) als bei den

Interneuronen ( f: 26.7 ± 19.3 Hz; Steigung: 1.97 Hz
mV

).

Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[141] 5 - 9 Hz f: ? INaP

evtl. ICa

[8] 7 - 40 Hz f: Zunahme mit Depolarisation INaP
evtl. ICa

[94] 10 - 45 Hz f: Zunahme mit Depolarisation INaP

[47] 4 - 27 Hz f: Zunahme mit Depolarisation INaP
+ IM

[39] ∼ 5 Hz f: nicht spannungsabhängig ?

Tabelle 2.9: Neokortex 1. Membranpotentialoszillationen.

8die Problematik von überschwelligen Impedanzmessungen wird in Kapitel 3 behandelt
9als Möglichkeit wird der M-Strom angegeben
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Lit. Frequenzen Spannungsabhängigkeit Mechanismus
[59, 60] ∼ 1 Hz f: nicht spannungsabhängig IH + INaP

+ Kir
Q: Zunahme mit Depolarisation

[47] 3 - 12 Hz f: Zunahme mit Depolarisation IM + INaP

Q: Zunahme mit Depolarisation

Tabelle 2.10: Neokortex 2. Impedanzresonanz.

2.5 Kritik
Zur Frequenzanalyse der Membranpotentialoszillationen und insbesondere der Impedanz-
resonanz wurde bei den beschriebenen Arbeiten vor allem die Fourier-Transformation ver-
wendet. Sorgfalt bei der technischen Umsetzung dieser Analysemethode ist für die Qualität
der Ergebnisse von entscheidender Bedeutung10.
Ein wichtiges Kriterium ist die Aufnahmedauer der Messungen, die über die Frequenzauflö-
sung der Ergebnisse entscheidet. So muß zum Beispiel zur Angabe von Resonanz- oder Os-
zillationsfrequenzen mit einem Auflösungsvermögen von 0.1 Hz die Aufnahmedauer minde-
stens 10 Sekunden betragen. In einer Vielzahl von Arbeiten wurden Frequenzwerte präsen-
tiert, die weit unterhalb ihrer theoretischen Genauigkeit lagen und nicht selten mit weniger
als 1 Sekunde Aufnahmedauer durchgeführt wurden [8, 13, 18, 36, 105, 123, 124, 125, 181].
Außerdem wurden die Probleme von Aktionspotentialen in den Aufnahmen bei überschwel-
ligen Messungen, vor allem bei der Impedanzanalyse11, nicht erwähnt.
Insgesamt fehlt bislang eine systematische, am besten modellbasierte Methode zur Quan-
tifizierung der Meßergebnisse. Bislang wurden den Fourierspektren in einer „fit-by-eye“-
Methode die charakteristischen Oszillations- und Resonanzwerte entnommen.
Bei der Verlässlichkeit von quantitativen Aussagen, beispielsweise über die Spannungsab-
hängigkeit der Frequenzen (Steigungskoeffizient), oder die modulatorische Wirkung von
Ionenkanalantagonisten ist neben der Quantifizierungsproblematik zumeist die geringe
Neuronenzahl, auf der diese Aussagen basieren, zu bemängeln, was sich dann auch in
scheinbar widersprüchlichen Ergebnissen bei verschiedenen Meßreihen ausdrückt.
Kritisch zu betrachten ist außerdem, daß auch in Studien in denen Membranpotentia-
loszillationen und Impedanzresonanz vergleichend gegenüber gestellt wurden, bislang nie
systematisch beide Phänomene gemeinsam in einer Zelle untersucht worden sind.

10Die Fourier-Transformation wird in Kapitel 6.9 ausführlich beschrieben
11vgl. Kapitel 7.2.2



Kapitel 3

Theorie und Modelle

Es stellt sich die Frage, ob es trotz der offensichtlich großen Variabilität der Impedanz-
resonanz und der Membranpotentialoszillationen nicht doch ein Grundprinzip für beide
Phänomene existiert, das zu einer gemeinsamen Theorie des unterschwelligen elektrischen
Frequenzverhaltens von Neuronen führt.
Spannungsoszillationen und Impedanzresonanz kennt man in der Elektrotechnik aus elek-
trischen Schaltkreisen, sogenannten Schwingkreisen, die aus parallel bzw. seriell angeord-
neten Widerständen, Kondensatoren und Spulen bestehen. Die Geschichte der Neurophy-
siologie ist gerade in ihren Anfängen eng verbunden mit der Entwicklung von elektrischen
Äquivalenzschaltkreisen, die als Modelle für das elektrische Verhalten von Neuronen die-
nen. So entwickelten Fricke (1925) und Cole (1928) aus der „Membrantheorie“ von Bern-
stein (1902) bzw. Nernst (1889), und der Kabelgleichung von Lord Kelvin (19. Jh.) den
klassischen Äquivalenzschaltkreis für erregbare Zellen, der einem lecken Kondensator ent-
spricht (Parallelschaltung von Kapazität C und Ohmschem Widerstand R - RC-Kreis).
Dieses Modell hatte großen Erfolg. So konnte Cole zum Beispiel in den 30er Jahren die
Membrankapazität mit cirka 1 µF

cm2 so genau abschätzen, daß dieser Wert noch heute grob
gültig ist [65]. Die ersten Wechselstrom (AC)-Messungen, die in den 40er Jahren von Co-
le [24, 25] durchgeführt wurden, brachten allerdings Ergebnisse, die scheinbar nur mit einer
zusätzlichen induktiven Komponente der Membraneigenschaften erklärt werden konnten.
Modelle, wie zum Beispiel eine quasi-kristalline piezoelektrische Struktur der Membran,
wie sie Cole [24] als Alternative vorschlug, konnten nicht bestätigt werden. Auch führten
Abschätzungen der notwendigen Magnetfelder zu unphysiologisch großen Werten, so daß
die Idee einer spulenartigen Struktur in der Membran verworfen wurde.
Erst Hodgkin und Huxley brachten mit ihrer bahnbrechenden Arbeit [52] auch in der Frage
der Membraninduktivität neue Erkenntnisse. Sie konnten zeigen, daß das unterschwellige
elektrische Verhalten des Tintenfisch-Riesenaxons bei kleinen Störungen des Membran-
potentials eine induktive Komponente besitzt. Mathematisch bedeutet diese sogenannte
Klein-Signal-Bedingung eine Linearisierung der Hodgkin-Huxley-Differentialgleichungen.
Die folgende Herleitung orientiert sich an der Originalarbeit von Hodgkin und Huxley,
ergänzt durch eine Reihe von Veröffentlichungen, die sich im Besonderen mit der Inter-
pretation des Ergebnisses hinsichtlich der induktiven Komponente eines resultierenden
Äquivalenzschaltkreises beschäftigen [2, 3, 80, 29, 32, 65, 81, 106, 133, 134, 144]:

17
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Eine Störung des elektrochemischen Gleichgewichts einer erregbaren Zelle, z.B. durch
künstliche Strominjektion oder auch synaptische Ereignisse, hat einen Ausgleichsstrom
über die Membran zur Folge, der den Gleichgewichtszustand wiederherstellt. Dieser Mem-
branstrom setzt sich aus zwei Komponenten zusammen:
Die erste Komponente ist ein „Verschiebestrom“ von Ladungen entlang der Zellmembran,
bei dem keine Ladung diese überquert und der die kapazitiven Eigenschaften der Mem-
bran widerspiegelt. Die zweite Komponente ist der tatsächlich über die Membran fließende
Ionenstrom, der sich aus verschiedenen Teilströmen zusammensetzt, die von den aktiven
Ionenkanälen abhängen:

IM(t) = IC(t) + II(t) = CM
∂V (t)

∂t
+

∑
i

Ii(t) (3.1)

Im Hodgkin-Huxley-Modell besteht der Ionenstrom II aus drei voneinander unabhängigen
Teilströmen:

• einem Leckstrom IL, dessen Leitfähigkeit spannungsunabhängig und zeitinvariant ist
- IL entspricht den Eigenschaften des Ohmschen Zweigs im RC-Kreis.

• einem Natriumstrom INa und

• einem Kaliumstrom IK , wobei die Leitfähigkeiten die den beiden Strömen zugrun-
deliegen spannungs- und zeitabhängig sind, wodurch sie der Membran aktive, rege-
nerative Eigenschaften verleihen, die über den passiven RC-Kreis hinausgehen.

II(t) = IL + INa(t) + IK(t) (3.2)

Grundsätzlich gilt für alle Ströme das Ohmsche Gesetz:

Ii = Gi · (V − Ei) (3.3)

mit Gi : i-te Leitfähigkeit
V : Haltepotential (z.B. RMP)
Ei : Umkehrpotential der i-ten Ionensorte

Also

INa = GNa · (V − ENa) (3.4)
IK = GK · (V − EK) (3.5)
IL = GL · (V − EL) (3.6)

Die Leitfähigkeit G setzt sich bei INa und IK aus der maximalen Leitfähigkeit des Ionen-
kanals Ḡi und der spannungs- und zeitabhängigen Wahrscheinlichkeit ki, daß dieser sich
im leitenden Zustand befindet, zusammen:

Gi = Gi (V (t); t) = Ḡi · ki (V (t); t) (3.7)
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Da der Koeffizient ki die Kinetik des Kanals beschreibt, nannten ihn Hodgkin und Huxley
„gating particle“. Für die Beschreibung der „gating particles“ verwendeten sie ein Zwei-
Zustandsmodell. Nach dieser sogenannten Annahme erster Ordnung kann sich ein gating
particle entweder im offenen (a) oder geschlossenen Zustand (b) befinden:

a
β
⇀↽
α

b (3.8)

α und β sind spannungsabhängige Geschwindigkeitskonstanten1, die die Wahrscheinlich-
keiten für einen Übergang von einem zum anderen Zustand angeben und die nicht von der
Geschichte des Systems abhängen (Markov-Prozess). Die Funktionen für α und β werden
experimentell bestimmt, weshalb man auch von halbempirischer Hodgkin-Huxley-Theorie
spricht. Im Hodgkin-Huxley-Modell kommen in der Formulierung der Natrium- und Ka-
liumleitfähigkeiten jeweils vier solcher gating particles vor. Es müssen sich dabei alle vier
im offenen Zustand befinden, damit der jeweilige Kanal leitet. Damit greifen Hodgkin und
Huxley bereits theoretisch der modernen Erkenntnis voraus, daß die meisten Ionenkanäle
mehrere Konformationsänderungen ihrer Struktur durchlaufen bis sie im leitfähigen Zu-
stand sind.
Für den Kalium- und Natriumstrom ergeben sich so folgende Gleichungen:

IK = ḠK · n4 (V − EK) (3.9)
INa = ḠNa · m3h (V − ENa) (3.10)

Dabei beschreiben n und m die jeweilige Aktivierungskinetik der Kanäle und h die Inak-
tivierungskinetik des Natriumkanals, wobei die m- und h-Koeffizienten des Natriumkanals
voneinander unabhängig sind.
Aus dem Zwei-Zustandsmodell resultiert direkt eine mathematische Beschreibung der Ka-
nalkinetiken:2

dn(V ; t)

dt
= αn(V ) · [1− n(V ; t)]− βn(V ) · n(V ; t) (3.11)

Diese Gleichungen lassen sich sehr schön interpretieren, wenn man n, m und h nicht als
gating particles eines Kanals betrachtet, sondern darin die Fraktion an offenen/aktiven
(bzw. geschlossenen/inaktiven) Kanälen der Gesamtpopulation einer Kanalsorte sieht:
Die Veränderung der Anzahl an offenen Kanälen zu einem beliebigen Zeitpunkt (dn

dt
) ist

gleich der Anzahl der vom geschlossenen in den offenen Zustand übergehenden Kanälen
(α · (1 − n)) abzüglich der Anzahl der vom offenen in den geschlossenen Zustand überge-
henden Kanälen (β · n).
Führt man alle Erkenntnisse zusammen, so erhält man das Standard-Hodgkin-Huxley-
Membranfleck-Modell, eine nichtlineare inhomogene Differentialgleichung erster Ordnung:

Iinj(t)

︸ ︷︷ ︸
Störung
von aussen

= CM
dV

dt
+ GL (V −ERMP ) + GNa ·m3h (V −ENa) + GK · n4 (V −EK) (3.12)

1In der Populationsinterpretation stehen α und β für die Anzahl der Übergänge pro Sekunde
2analog für m und h
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3.1 Linearisierung der Hodgkin-Huxley-Gleichung
Das Verhalten der Membran auf kleine Störungen, und damit die unterschwelligen Lö-
sungen der Hodgkin-Huxley-Gleichung, erhält man durch Analyse der spannungs- und
zeitabhängigen Ströme INa und IK mit einem Näherungsverfahren. Man entwickelt dabei
die Funktionen INa(V(t);t) und IK(V(t);t) in einer sogenannten „Taylor-Reihe“3 um ein
beliebiges Haltepotential. Bricht man die Polynomialreihe nach dem linearen Glied ab, so
spricht man von Linearisierung der Gleichung. Solange die Störungen „klein“4 bleiben, ist
das Ergebnis ausreichend genau. Für den Kaliumstrom5 folgt daraus:

IK = ḠK · n4 (V − EK)

Taylor-Entwicklung von IK um ein Potential Vr:

δIk =
(∂IK

∂V

)∣∣∣∣
r

δV +
(∂IK

∂n

)∣∣∣∣
r

δn (3.13)

Die Taylor-Reihe wurde nach dem linearen Glied abgebrochen. Der Index r bedeutet, daß
die entsprechende Ableitung am Punkt Vr durchzuführen ist. Es gilt:

(a) (
∂IK

∂V

)

r

= GK · n4
r = GKr

mit nr : n-Wert am Punkt Vr

GKr : Kaliumleitfähigkeit am Punkt Vr

(b) (
∂IK

∂n

)

r

= 4 ·GK · n3(Vr − EK)

Zusammen ergibt sich damit:

δIk = GKr · δV︸ ︷︷ ︸
Strom durch gerade offene Kanäle

aufgrund der Spannungsveränderung

+ 4 ·GK · n3(Vr − EK) · δn︸ ︷︷ ︸
Strom aufgrund Veränderung der Zahl offener

Kanäle wegen der Spannungsveränderung

(3.14)

Da auch die Kanalkinetik n eine Funktion der Spannung ist, muß diese ebenfalls in einer
Taylor-Reihe um die Spannung Vr entwickelt werden6:

dn

dt
= αn · (1− n) + βn · n

d

dt
δn = d

δn

dt
= δαn − (δαn + δβn) · n− (αn + βn) · δn (3.15)

3vgl. Anhang A
4vgl. Kapitel 3.2.6
5analog für INa
6Herleitung in Anhang B
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Auch die Geschwindigkeitskonstanten αn und βn hängen vom Membranpotential ab. Dar-
aus folgt:

δαn =
(dαn

dV

)
· δV (3.16)

δβn =
(dβn

dV

)
· δV (3.17)

Die Gleichungen 3.15, 3.16 und 3.17 ergeben einen Ausdruck für die durch die Potential-
störung veränderte Anzahl offener Kanäle δn :

d

dt
δn =

(dαn

dV

)
· δV − (αn + βn) · δn− n ·

(d(αn + βn)

dV

)
· δV

=̂
( d

dt
+ αn + βn

)
· δn =

[(dαn

dV

)
−

(d(αn + βn)

dV

)]
· δV (3.18)

Führt man alle Ergebnisse in der ursprünglichen Gleichung 3.14 zusammen, so erhält man
die linearisierte Kaliumstromgleichung für kleine Störungen des Membranpotentials:

δIk =

(
GKr +

a
d
dt

+ b

)
· δV (3.19)

mit:

a = 4 · ḠK · n3 · (Vr − EK) ·
[(

dαn

dV
− n · d (αn + βn)

dV

)]

b = αn + βn

Analog, wenn auch aufgrund der voneinander unabhängigen Kanalkinetikfunktionen m
und h etwas umfangreicher, wird die Natriumstromgleichung linearisiert:

INa = ḠNa ·m3h · (V − ENa)

δINa =

(
∂INa

∂V

)

r

· δV +

(
∂INa

∂m

)

r

· δm +

(
∂INa

∂h

)

r

· δh

= GNar · δV + 3 ·GNa ·m2h · (Vr − ENa) · δm + GNa ·m3 · (Vr − ENa) δh

und schließlich:

δINa =

(
GNar +

gm

d
dt

+ (αm + βm)
+

gh

d
dt

+ (αh + βh)

)
· δV (3.20)

mit:

GNar = ḠNa ·m3
rhr

gm = 3 · ḠNa ·m2h ·Xi

gh = 3 · ḠNa ·m3 ·Xi

Xi
i=m;h

= (Vr − ENa)

[
dαi

dV
− i ·

(
d (αi + βi)

dV

)]
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Die Terme GNar und GKr entsprechen dabei den Ohmschen Komponenten der jeweiligen
Leitfähigkeiten. Die anderen Terme spiegeln die Eigenschaften, die aus der Kanalkinetik
resultieren, wider.
Eine für den weiteren Verlauf sehr instruktive Lösung der linearisierten Ionenstromglei-
chungen gibt DeFelice [29] durch Verwendung der Fourier-Transformation an7:

δĨK

δṼ
= GKr +

4 · ḠK · n3 · (Vr − EK) ·
(

dαn

dV
− n · d(αn+βn)

dV

)

(αn + βn) ·
(
1 + i · ω · 1

(αn+βn)

) (3.21)

mit: δĨ; δṼ : Fourier-Transformierte von δI bzw. δV

Neben der angenehmen Vermeidung des Operatorterms d/dt gelingt so ein eleganter
Brückenschlag zur Bestimmung eines passenden Äquivalenzschaltkreises.
Betrachtet man den Strom durch eine reale Spule, das heißt eine Reihenschaltung von
Widerstand und Induktivität (rL-Schaltung), so gilt:

(a) Für Induktivitäten : ∂VL(t) = −L · d∂I(t)
∂t

F.T.: ∂ṼL(f) = i · ω · L · ∂ĨL(f)

(b) Für Widerstände: ∂Vr(t) = r · ∂I(t)

F.T.: ∂Ṽr(f) = r · ∂Ĩr(f)

(c) Für Reihenschaltungen : ∂ṼGes = ∂Ṽr + ∂ṼL ∧ ∂ĨGes = ∂Ĩr = ∂ĨL

Gemeinsam ergeben die Gleichungen einen Ausdruck für die Admittanz der Schaltung:

∂Ṽ = (r + i · ω · L) · ∂Ĩ

⇒ 1

Z
=

∂Ĩ

∂Ṽ
=

1

r + i · ω · L =
1
r

1 + i · ω · L
r

(3.22)

Zum Vergleich noch einmal die aus der Kanalkinetik resultierende Gleichung:

1

Z
=

∂Ĩ

∂Ṽ
=

a′

1 + i · ω · b′ (3.23)

mit:

a′ =
4 · ḠK · n3 · (Vr − EK) ·

(
dαn

dV
− n · d(αn+βn)

dV

)

αn + βn

b′ =
1

αn + βn

7Herleitung siehe Anhang C
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Man erkennt die Analogie zwischen einer rL-Schaltung und den aus der Kinetik resultie-
renden Kanaleigenschaften, wenn man a’ mit 1/r und b’ mit L/r identifiziert. Ein solcher
Analogieschluß ist durchaus üblich und hilfreich, wie das bekannteste Beispiel von elek-
trischem Stromkreis und hydraulischer (Wasser-) Leitung zeigt [113]. Der Term L/r wird
auch die Zeitkonstante τL der Schaltung genannt. Solche Zeitkonstanten lassen sich auch
aus der Hodgkin-Huxley-Gleichung für die Membran herleiten:

(1.a) Die passive Membran:

IM = IC + II = CM · dV

dt
+

V

Rm

Lösung der linearen Differentialgleichung 1. Ordnung:

V (t) = IM ·Rm ·
(
1− e

− t
τM

)
(3.24)

mit τM = Rm · CM

(1.b) Der RC- Parallelkreis:

1

ZM

=
1

Rm

+
1

ZC

=
1

Rm

+ i · ω · CM

=
1 + i · ω · τM

Rm

(3.25)

mit τM = RM · CM

(2.a) Quasi-aktive Membran8 – linearisierte Leitfähigkeit:

dn

dt
= αn − (αn + βn) · n

Lösung der Differentialgleichung mit folgenden Randbedingungen:

n = n0 für t = t0
n = n∞ für t → ∞

n(t) = n∞ − (n∞ − n0) · e−
t

τL (3.26)

mit τL = 1
αn+βn

Das gleiche Ergebnis erhält man beim Vergleich der Gleichungen für die rL-Schaltung mit
der linearisierten Hodgkin-Huxley-Gleichung, was die Richtigkeit der Überlegungen unter-
streicht.

8Bezeichnung nach C. Koch [80]
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Abbildung 3.1: Äquivalenzschaltkreis aus der linearisierten Hodgkin-Huxley-Gleichung

Den resultierenden Äquivalenzschaltkreis zeigt Abbildung 3.1. Dabei entsprechen CM , GL,
GK und GNa dem klassischen Membranmodell, die drei giLi-Glieder sind die phänomeno-
logischen Repräsentationen der Kanalkinetiken.
Doch dieses Modell ist noch nicht ganz vollständig. Berücksichtigt man zum einen, daß
das Membranpotential nur einen begrenzten physiologischen Bereich hat und zum ande-
ren, daß die Terme dα

dV
und dβ

dV
bei einem Membranpotential immer umgekehrte Vorzeichen

haben, so erkennt man, daß die Ausdrücke

gn = 4 · ḠK · n3 · (V − EK) ·

[(
dαn

dV

)
r
− n ·

(
d(αn+βn)

dV

)
r

]

αn + βn

(3.27)

Ln =
1

gn · (αn + βn)
(3.28)

auch negative Werte annehmen können. Dadurch werden die negativen gL-Komponenten
des Äquivalenzschaltkreises in positive gC-Komponenten transformiert9:

mit: C’ = −L · g2

g’ = - g

Es gibt zwei Bedingungen für das Auftreten einer solchen phänomenologischen Kapazität:

(a) Das Umkehrpotential der Ionensorte liegt positiv vom Haltepotential und der Ionen-
kanal aktiviert mit Depolarisation, d.h.

EIon > VMP

⇒ (VMP − EIon) < 0 ∧ dα

dV
>

dβ

dV
(3.29)

(b) Das Umkehrpotential der Ionensorte liegt negativ vom Haltepotential und der Kanal
aktiviert mit Hyperpolarisation, d.h.

EIon < VMP

⇒ (VMP − EIon) > 0 ∧ dα

dV
<

dβ

dV
(3.30)

9nach der Definition für Induktivitäten und Kapazitäten auf S.22
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Im physiologisch unterschwelligen Membranpotentialbereich trifft die Bedingung (a) auf
die Aktivierungskinetik (m-Komponente) des Natriumstroms zu. Für stabile Zustände muß
die Summe aller Leitfähigkeiten dabei immer positiv sein. Als Ergebnis erhält man den
korrigierten Äquivalenzschaltkreis einer linearisierten, quasi-aktiven Membran mit zwei
spannungs- und zeitabhängigen Leitfähigkeiten (Abb. 3.2).

Abbildung 3.2: Korrigierter Äquivalenzschaltkreis mit zwei phänomenologischen Induktivitäten
(Ln und Lh) und einer phänomenologischen Kapazität (c′m).

Mauro et al. [106] zeigen am Beispiel des Kalium-Systems wie sich die phänomenologischen
Induktivitäten beziehungsweise Kapazitäten im Experiment bemerkbar machen:

A. Positiv vom K+-Umkehrpotential B. Negativ vom K+-Umkehrpotential

Abbildung 3.3: Wirkung der verzögerten Leitfähigkeitsaktivierung bzw. -deaktivierung des IK

(jeweils rechts: Ergebnis mit zusätzlicher paralleler Kapazität).

1. MP > VK (Abbildung 3.3 A.):
Ein depolarisierender Strompuls führt zu einem Spannungssprung, dessen Größe
vom sogenannten Hochfrequenzwiderstand („chord conductance“) der Zelle abhängt
(c 7→ d). Da die Leitfähigkeit zeitvariant ist, nimmt die Spannungsantwort konti-
nuierlich ab10, bis ein neuer Gleichgewichtszustand erreicht ist (d 7→ e). Die Span-
nungsveränderung aufgrund der Kaliumstromaktivierung verhält sich also auf der
Zeitachse induktiv („wirkt der Ursache entgegen“). Abschalten des Strompulses führt
zu einem Spannungsabfall (e 7→ f), der wiederum aufgrund der zeitabhängigen Leitfä-
higkeitsveränderung des Kaliumstroms kontinuierlich in den ursprünglichen Zustand
zurückkehrt (f 7→ c).

2. MP < VK (Abbildung 3.3 B.):
Ein depolarisierender Strompuls führt wieder zu einem Spannungssprung (g 7→ h).

10Kaliumeinstrom bewirkt eine Repolarisierung des Membranpotentials
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Die mit der Zeit zunehmende Leitfähigkeitserhöhung läßt diesmal die Spannung lang-
sam weiter ansteigen bis zum neuen Gleichgewichtszustand (h 7→ i). Beim Ende des
Pulses fällt die Spannung zuerst schnell ab (i 7→ j) bis aufgrund der dadurch ver-
änderten Leitfähigkeit der Ausgangszustand erreicht wird. Der Kaliumstrombeitrag
wirkt also kapazitiv.

Diese Betrachtung macht klar, warum man von phänomenologischer Induktivität oder Ka-
pazität spricht. Das System kann also aufgrund der verzögerten Aktivierungskinetik des
Kaliumstroms auf schnelle Spannungsveränderungen (hohe Frequenzen) gar nicht reagie-
ren und wirkt so als Hochpassfilter. Gemeinsam mit den Tiefpasseigenschaften der pas-
siven Membran (RC-Eigenschaften) resultiert so ein Bandpassverhalten, daß die Impe-
danzresonanz charakterisiert. Das elektrische Verhalten des Kalium-Systems zeigt auch
bei Pulsbeginn und -ende bereits gedämpfte Spannungsschwingungen, also oszillatorische
Eigenschaften. Allerdings ist damit die Entstehung von spontanen, anhaltenden, unter-
schwelligen Membranpotentialoszillationen noch nicht geklärt. Mehrere Hypothesen wur-
den hierfür aufgestellt:
Als simpelste Erklärung wird häufig die „Gegenspielerhypothese“ herangezogen, bei der
mindestens zwei Ströme mit unterschiedlichen Kinetiken und entgegengesetzten Umkehr-
potentialen so interagieren, daß oszillatorische Schwankungen des Membranpotentials ent-
stehen.
Etwas genauer betrachten z.B. Hutcheon und Yarom [62] den Prozess zur Entwicklung
von Membranpotentialoszillationen. Sie gehen davon aus, daß die Impedanzresonanz durch
einen Strom, dessen Kinetik zu induktiven Eigenschaften der Membran führt, von einem
zweiten Strom, der prinzipiell Spannungsveränderungen unterstützt, so verstärkt wird, daß
Membranpotentialoszillationen entstehen.
Eine Möglichkeit, die ebenfalls die Membranresonanz als Ursache für Spannungsoszilla-
tionen sieht, aber ohne einen expliziten zweiten Strom auskommt, wurde bislang wenig
beachtet:
Grundsätzlich wird auch das Systemrauschen11 von den Eigenschaften eines elektrischen
Schwingkreises moduliert und könnte so zu anhaltenden kleinamplitudigen Oszillationen
mit charakteristischer Frequenz führen [29].
Ebenfalls aus der elektrischen Schaltkreistheorie ist bekannt, das oszillatorische Eigenschaf-
ten eines Systems durch Bauelemente mit negativer Leitfähigkeit erzeugt werden. Diese
Elemente stellen dem System Energie zu Verfügung und wirken daher als regenerative
Verstärker. Bei der Untersuchung von neuronalen Membranpotentialoszillationen konnte
ebenfalls die Beteiligung von Ionenströmen bestätigt werden, die im Spannungsbereich, in
dem die Oszillationen auftraten, negative Leitfähigkeiten besitzen12.
Eine Methode, die auf elegante Weise die bislang mehr empirischen Befunde mit dem
Hodgkin-Huxley-Modell verbindet, ist die sogenannte Hopf-Bifurkationsanalyse [20, 45].
Die Bifurkationsanalyse wird in der theoretischen Physik für Stabilitätsuntersuchungen
nichtlinearer Systeme verwendet. Unter Bifurkation versteht man dabei einen Punkt, an
dem aufgrund einer Störung ein System, das mit nichtlinearen Differentialgleichungen be-
schrieben wird, eine grundlegende qualitative Veränderung zeigt. Auf diese Weise können

11zum Rauschen in neuralen Systemen vgl. Kapitel 5
12vgl. Kap. 2
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zum Beispiel Strukturveränderungen in der Natur modelliert werden. Die Hopf-Bifurkation
ist dabei ein Spezialfall, der einem oder mehreren Punkten entspricht, an denen das System
aus einer stabilen Gleichgewichtslage in einen periodischen (oszillatorischen) Zustand über-
geht. Dabei gilt die periodische Lösung immer nur für hinreichend kleine Umgebungen der
Hopf-Bifurkation, was unserer Bedingung der Unterschwelligkeit des Membranpotentials
entspricht. Eine Hopf-Bifurkationsbedingung für die Instabilität eines Zwei-Komponenten-
Hodgkin-Huxley-Modells lautet [178, 80, 102]:

−
(

∂IIon

∂V

)

V,h(V )

>
CM

τh(V )
(3.31)

mit der Hopf-Bifurkation13:

− 1

CM

· ∂IIon

∂V
− 1

τh

= 0 (3.32)

mit: τh(V ) = Inaktivierungszeitkonstante beim Potential V
∂IIon

∂V
= Steigungsleitfähigkeit

Unterschiedliche Membranpotentiale führen zu unterschiedlichen Hopf-Bifurkationen. Os-
zillationen treten zwischen solchen Punkten (Membranpotentialen) auf, was der Beobach-
tung entspricht, daß Oszillationen nur in einem bestimmten Membranpotentialfenster zu
beobachten sind. Drei weitere Bedingungen können aus der Ungleichung gefolgert werden:

1. Die I-V-Kurve braucht einen Bereich mit ausreichend negativer Steigungsleitfähigkeit

2. Die Inaktivierungsrate darf nicht zu groß werden, d.h. τh sollte möglichst groß sein14

3. Die maximale Leitfähigkeit des Ionenstroms darf nicht zu klein werden15

3.2 Bedingungen
Im Folgenden sollen systematisch notwendige und eventuell hinreichende Bedingungen
für die Generierung von Impedanzresonanz und Membranpotentialoszillationen aufgestellt
werden.
Für die Entstehung von Impedanzresonanz müssen zwei Kriterien von den fraglichen Io-
nenströmen erfüllt werden:

3.2.1 L-Kriterium

Phänomenologische Induktivitäten entstehen durch Ströme, die, wie bereits gezeigt, aktiv
Potentialveränderungen entgegenwirken. Dabei ist sowohl die Lage des Umkehrpotentials
(EIon) des Ions zum aktuellen Haltepotential (MP), als auch das Aktivierungs- bzw. Inak-
tivierungsverhalten des Ionenkanals entscheidend [80, 32, 133]. Da hauptsächlich Kationen
für das elektrische Verhalten der Zelle wichtig sind, kommen zwei mögliche Kombinationen
in Frage:

13Gleichgewichtsbedingung bei der alle Zeitableitungen verschwinden
14Diese Bedingung ließe sich auch im umgekehrtem Sinne für die Aktivierungskinetik verwenden
15sonst wird die linke Seite der Ungleichung Null
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1. Auswärtsstrom von Kationen:

MP > EIon ∧ verzögerter Anstieg der Leitfähigkeit mit Depolarisation

2. Einwärtsstrom von Kationen:

MP < EIon ∧ verzögerter Anstieg der Leitfähigkeit mit Hyperpolarisation

Diese Bedingungen drücken aus, daß Ströme, deren Umkehrpotential am Fuß (Abb. 3.4)
ihrer Aktivierungskurve liegen, Potentialveränderungen entgegenwirken und so induktives
Verhalten erzeugen können [62].

Abbildung 3.4: Das Umkehrpotential (ERev) von resonanzerzeugenden Stömen liegt am Fuß
seiner Aktivierungskurve (nach [62]).

3.2.2 τ -Kriterium

Die induktiven Eigenschaften eines Stroms kommen erst dann zum Vorschein, wenn des-
sen Aktivierungskinetik, verglichen mit der passiven Membranzeitkonstanten, ausreichend
langsam ist. Diese Bedingung resultiert aus der Vorstellung, daß die Resonanzeigenschaften
des Impedanzverhaltens der Zelle aus der Verbindung von Hoch- und Tiefpasseigenschaf-
ten16 der Membran entstehen. Dabei repräsentieren die passiven17 Membrankomponenten
(RC-Modell) den Tiefpass und die spannungs- und zeitabhängigen Leitfähigkeiten (rL-
Modell) den Hochpass [59]. Für beide Komponenten können Eckfrequenzen ihrer Wirkung
angegeben werden:

1. Hochpass:

faktiv =
1

2π · τIon

(3.33)

mit τIon : Aktivierungszeitkonstante des Ionenstroms
→ auf Potentialänderungen, die erheblich schneller als τIon auftreten kann der Strom nicht
reagieren18.

16Es hat sich die Konvention durchgesetzt, daß sich die Passrichtung auf die Impedanzzunahme bezieht.
17„passiv“ wird hier synonym für „nicht zeit- und spannungsabhängig“ verwendet.
18und damit dämpfen
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2. Tiefpass:

fpassiv =
1

2π · τM

(3.34)

mit τM : „passive“ Membranzeitkonstante
→ Potentialänderungen, die schneller als τM auftreten, werden von den passiven Mem-
braneigenschaften ausgeblendet („shunt-Effekt“).

Abbildung 3.5: Resonanzentstehung aus den Bandpasseigenschaften der Membran (nach [62]).

Nur bei ausreichend großem Unterschied zwischen den beiden Eckfrequenzen kann sich die
Membranresonanz ausbilden (Abb. 3.5), das heißt:

fpassiv > faktiv

=̂ τM < τIon

Bislang ist nicht geklärt, ob die Erfüllung des L- und τ -Kriteriums hinreichend für das
Entstehen der Membranresonanz ist. Weitere Bedingungen könnten noch notwendig sein,
wie zum Beispiel die maximale Leitfähigkeit der Ionenkanäle, die Kanaldichte oder die
Stärke des Einflusses von anderen Ionenströmen [80, 62, 81].

3.2.3 Modulation der Membranresonanz

Notwendige Voraussetzung für eine Interaktion zweier Ströme ist natürlich ein gemeinsa-
mer Membranpotentialbereich, in dem beide eine von Null verschiedene Amplitude besit-
zen. Ansonsten gelten für Modulationsströme grundsätzlich die umgekehrten Bedingungen
wie für Resonanzströme, d.h. sie müssen schnell aktivieren und ihre Wirkung soll Poten-
tialveränderungen unterstützen:
Ein Kationeneinstrom, bei unterschwelligen physiologischen Potentialen, verbunden mit
schneller19 Aktivierung bei Depolarisation verstärkt die Resonanzamplitude, d.h. das Um-
kehrpotential des Ionenkanals liegt am Maximum der Aktivierungskurve (Abb. 3.6). Die
Resonanzgröße kann jedoch auch abgeschwächt werden. Hierfür kommen Auswärtsströme
von Kationen in Frage, deren Umkehrpotentiale ebenfalls am Maximum der Aktivierungs-
kurve liegen, die allerdings diesmal mit Hyperpolarisation ansteigt (Abb. 3.6).

19verglichen mit der Membranzeitkonstanten
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Bei ∞-schneller Aktivierungkinetik sollten diese Modulationsströme nur auf die Größe
nicht aber auf die Frequenz der Resonanz Einfluß nehmen [62, 106].

Abbildung 3.6: Ionenkanäle mit Einwärtsrektifikation in de- bzw. hyperpolarisierender Rich-
tung können die Impedanzresonanz verstärken (links) oder dämpfen (rechts). Das Umkehrpotential
(ERev) der Ionen liegt dabei am Maximum der Aktivierungskurve (nach [62]).

3.2.4 Membranpotentialoszillationen

Geht man bei der Entstehung von Membranpotentialoszillationen von der Interaktion zwei-
er (oder mehrerer) Ionenleitfähigkeiten aus, so ist natürlich erneut die erste Bedingung,
daß sie in einen gemeinsamen Potentialbereich in ausreichender Stärke aktiviert sind, d.h.
ihre Aktivierungskurven müssen überlappen [178]. Sowohl aus der Bifurkationsanalyse,
als auch aus Äquivalenzschaltkreisüberlegungen geht hervor, daß zumindest ein beteiligter
Ionenkanal einen Membranpotentialbereich mit negativer Steigungsleitfähigkeit besitzen
muß. Dazu müssen zwei Bedingungen erfüllt sein [106]:

Aus dem Ohmschen Gesetz: I = g · (V − E) folgt für die Steigungsleitfähigkeit:

dI

dV
=

dg

dV
· (V − E) + g (3.35)

d.h. dI
dV

< 0 für:

(a) V < E : d.h. möglichst positives Umkehrpotential des Stroms

und

(b) dg
dV

↑↑ : d.h. der Kanal muß genügend stark rektifizieren

Aus der Hopf-Bedingung − ∂I
∂V

> CM

τh
gehen noch zwei weitere Voraussetzungen an die

entsprechenden Ionenkanäle hervor, die sie zu Generierung von Membranpotentialoszilla-
tionen erfüllen müssen [80, 102, 178]. Die Ungleichung trifft zu20, wenn gilt:

1. Die Inaktivierungszeitkonstante beim Haltepotential ist möglichst groß. Das heißt,
der Strom inaktiviert nur langsam.

20bei negativer Steigungsleitfähigkeit am Haltepotential
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2. Die Amplitude des Ionenstroms beim Haltepotential darf nicht zu klein sein.

Nachdem die wesentlichen Voraussetzungen geklärt sind, unter denen spontane, unter-
schwellige Membranpotentialoszillationen und Impedanzresonanz auftreten können, sollen
nun weitere Faktoren analysiert werden, die einen Einfluß auf die zwei wichtigsten Cha-
rakteristika beider Phänomene, nämlich deren Frequenz und Größe, haben könnten.

3.2.5 Temperatur

Die Temperatur ist sicher von großer Bedeutung für praktisch alle elektrochemischen und
physiologischen Prozesse eines Neurons. Da die Temperatur allerdings während eines Ex-
periments sehr konstant gehalten werden kann und auch im intakten Gehirn normalerweise
keine größeren Schwankungen durchläuft, ist wenig wahrscheinlich, daß sich eine physiolo-
gische Bedeutung hinter der Temperaturabhängigkeit der Oszillationen oder der Resonanz
verbirgt. Allerdings ist dieser Faktor beim Vergleich von Ergebnissen verschiedener Stu-
dien wichtig, die bei unterschiedlichen Versuchsbedingungen durchgeführt wurden21. Es
sind vor allem die Geschwindigkeitskonstanten α und β, die eine Temperaturabhängig-
keit des Systems bewirken. Dabei hängen sie über den Boltzmann-Faktor b(T) mit der
Versuchstemperatur zusammen:

α = α · eb(T ) (3.36)

So sind es in erster Linie die Frequenzwerte, die mit der Temperatur ansteigen. Die maxi-
male Leitfähigkeit eines Kanals sind dagegen kaum temperaturabhängig [65, 102].

3.2.6 Kanaldichte

Für die Kanaldichte gilt ebenfalls, daß sie sich während eines Experiments nicht ändern
dürfte. Da sich allerdings die Kanaldichte durchaus von Zelle zu Zelle unterscheidet, kann
so zum Teil die Variabilität wichtiger Zellparameter (RMP, Rn, τM . . . ) und der Frequenz
bzw. Größe der Impedanzresonanz und der Membranpotentialoszillationen erklärt wer-
den [102]. Für die Membranpotentialoszillationen können bereits Veränderungen von 1 %
empfindliche Auswirkungen haben [57].
Zur Beschreibung der Abhängigkeiten wird ein Kanaldichtefaktor η mit der maximalen
Leitfähigkeit des Kanals multipliziert und variiert:

GNa = ḠNa · η (3.37)

Koch [80] konnte so folgende Zusammenhänge aufzeigen:

rn, rm, rh und CM −→ indirekt proportional zu η
Ln, Lm −→ direkt proportional zu η
τn, τh −→ unabhängig von η

Dadurch nehmen Frequenz und Größe sowohl der Impedanzresonanz als auch der Mem-
branpotentialoszillationen mit der Kanaldichte zu. Experimentell hat dieser Befund zwei
Bedeutungen:

21daher die Temperaturangaben in Kapitel 2
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1. Reduktion der Kanaldichte eines an der Resonanzentstehung beteiligten Ionenkanals
durch Applikation eines pharmakologischen Antagonisten führt zu einer Reduktion
der Resonanzfrequenz und -qualität bis hin zur Unterdrückung des Phänomens.

2. Aufgrund der inhomogenen Verteilung von Ionenkanälen über verschiedene Bereiche
der Neuronenmembran (Dendriten, Soma, Axon) könnten sich dort auch eventuell
verschiedene Resonanzfrequenzen und -stärken ausprägen.

Die Kanaldichte hat außerdem noch eine entscheidende Bedeutung in der Frage, wie
groß eine „kleine“ Störung des Membranpotentials sein darf, damit die Linearisierung der
Hodgkin-Huxley-Gleichung noch erlaubt ist. Die Antwort ist von zwei Faktoren abhängig:

1. der Erregbarkeit der Zelle und damit vor allem von der Ionenkanaldichte22 des Na-
triumkanals und der Leck-Kanäle.

2. dem Abstand des Haltepotentials von der Entladungsschwelle also vor allem vom
Schwellenpotential der Aktivierung des Natriumkanals.

Koch [80, 81] zeigt, daß bei physiologischen Bedingungen der Bereich der kritischen Po-
tentialveränderung (Vcrit) zwischen 2 und 15 mV liegt. Er geht davon aus, daß normaler-
weise in Abständen von circa 5 mV ein Äquivalenzschaltkreis mit einem „Satz“ von gx-,
Cx- und Lx- Werten das unterschwellige elektrische Verhalten der Zelle beschreiben kann,
wobei sich dieser linearisierbare Membranpotentialbereich proportional zur Veränderung
der Kanaldichte η verhält, wie Abbildung 3.7 zeigt.

Abbildung 3.7: Die kritische Potentialveränderung Vcrit, bei der eine Linearisierung noch zulässig
ist, in Abhängigkeit von der Ionenkanaldichte η (nach [80]).

22gleicher „Kabeldurchmesser“ wird vorausgesetzt
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3.2.7 Membranpotential

Das Membranpotential ist der während des Experiments am leichtesten zu verändernde
Parameter und auch in vivo stellt er den wichtigsten variablen Faktor des elektrischen
Verhaltens eines Neurons dar. Da alle Zeitkonstanten über deren Aktivierungs- und Inak-
tivierungskinetik vom Membranpotential abhängen, liegt nahe, daß auch die Oszillations-
und Resonanzfrequenzen spannungsabhängig sind [80, 29, 62, 65, 81, 102]. Zur Analyse
des Zusammenhangs betrachtet man ein vereinfachtes Äquivalenzschaltkreis-Modell einer
„quasi-aktiven“, das heißt linearisierten, Membran (Abb. 3.8).

Abbildung 3.8: RrLC-Parallelschwingkreis. Vereinfachter Äquivalenzschaltkreis der linearisierten
Membran.

Für die Admittanz gilt:

1

Z
=
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r + i · ω · L + i · ω · C
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R
· (1− ω2 · τ1 · τ2) + R

r
+ i · ω · (τ1 + τ2)

1 + i · ω · τ2

(3.38)

mit τ1 = R · C = τm

τ2 = L
r

= τl

Daraus folgt für die Impedanz:

Z = Re(Z) + i · Im(Z)

= R · x + y · ω · τ2

x2 + y2
+ i ·R · x · ω · τ2 − y

x2 + y2
(3.39)

mit

x =
(
1− ω2 · τ1 · τ2

)
+

R

r
y = ω · (τ1 + τ2)
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Für das frequenzabhängige Betragsquadrat der Impedanz erhält man so:

|Z(ω)|2 = R2 · r2 + ω2 · L2

(CRL)2 · ω4 + (L2 + C2R2r2 − 2CR2L) · ω2 + (R + r)2 (3.40)

Zum Auffinden der Resonanz müssen die Extrema dieser Gleichung bestimmt werden, d.h.

∂ |Z(ω)|2
∂ω

= 0

Es existiert die Lösung:

(a) ω4 + 2 · ( r
L

)2 · ω2 + K = 0

mit

K =
(L2 + C2R2r2 − 2CR2L) · r2 − (R + r)2 · L2

(CRL)2 · L2
(3.41)

Aus (a) folgt für die Resonanzfrequenzen:

ω2
max = − 1

τ2

±
√

1

τ 2
2

−K

Davon kommt nur die reelle und positive Lösung in Frage:

ωmax =

√√√√− 1

τ2

+

√
1

τ 2
2

−K ∧ K <
1

τ 2
2

(3.42)

Es gibt also theoretisch nur ein positives reelles Maximum der Impedanz und auch expe-
rimentell wurde bislang immer nur eine Resonanz in den Impedanzspektren gefunden.
Die Resonanzfrequenz ist nach Gleichung 3.42 explizit von zwei Faktoren abhängig: Zum
einen von der Zeitkonstanten des Induktivastes und zum anderen einer Konstanten K, die
von allen Schaltkreiskomponenten (R, C, r und L) bestimmt wird. Für die Wirkung des
Membranpotentials auf die entsprechenden Membrankomponenten sind folgende Zusam-
menhänge bekannt:

- Der apparente Eingangswiderstand R nimmt mit Depolarisation zu.

- Die Membrankapazität sollte vom Membranpotential unabhängig sein.

- Die induktiven Komponenten r und L hängen durch die Geschwindigkeitskonstanten
α und β in nicht-trivialer Weise vom Membranpotential ab.
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Um den Verlauf der Resonanzfrequenz in Abhängigkeit der einzelnen Faktoren zu beschrei-
ben, muß daher vor allem die Funktion für die Konstante K analysiert werden. Für K gilt
in einer ersten Näherung folgende Ungleichung:

K =

(
C

L

)2

· r4 − 2

(
C

L

)
· r2 − 2

(
1

R

)
· r − 1 ≤ 0 (3.43)

K ist also als Polynom 4. Grades von r darstellbar, daß aufgrund der drei negativen Terme,
mehrere Nullpunkte besitzt. Die Ungleichung wird für folgende Bedingungen erfüllt:

0 ≤ r < rkritisch

Wobei gilt:

• Zunahme von r führt zu negativerem K ⇒ ωmax nimmt zu, bis zum Erreichen des
1. Extremums von K; weitere Zunahme von r führt zur Abnahme von ωmax

• Am Punkt r = rkritisch ist K gleich Null und damit, wegen ωmax = 0, auch keine
Resonanz mehr vorhanden

• Bei größerem r sind keine positiven reellen Lösungen mehr möglich

Aus der Ungleichung für K gehen außerdem noch einige Bedingungen für die anderen
Komponenten hervor, die für ein ωmax > 0 notwendig sind:
Der (Eingangs-) Widerstand R und die (Membran-) Kapazität C müssen ausreichend klein
und die (phänomenologische) Induktivität L ausreichend groß sein, damit das Polynom für
K negativ werden kann. Die Bedingungen zur Entwicklung eines von 0 Hz verschiedenen
Impedanzmaximums lauten also:

r : 0 ≤ r < rkritisch

L : L ≥ Lkritisch

C : C ≤ Ckritisch

R : möglichst klein

Die bereits erwähnte Notwendigkeit einer möglichst großen Zeitkonstanten des Resonanz-
stroms folgt hier aus den Bedingungen des Äquivalenzschaltkreises für r und L und dem
Zusammenhang τ = L

r
, was auch die Gültigkeit des Modells unterstreicht.

Offensichtlich ist eine Spannungsabhängigkeit der Resonanzfrequenz ein komplexes Pro-
blem, dessen Zusammenhänge schwer abschätzbar sind und man daher bei der Interpre-
tationen von Meßergebnissen vorsichtig sein sollte. Hutcheon et al. [59] haben diese Span-
nungsabhängigkeit der Frequenz und des Qualitätsfaktors anhand eines, dem obigen ähn-
lichen, Modells mit realistischen Werten für neokortikale Neurone simuliert und erhalten
den in Abbildung 3.9 zu sehenden, nichtlinearen Verlauf.
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Abbildung 3.9: Theoretische Spannungsabhängigkeit der Resonanzfrequenz- und qualität neokor-
tikaler Neurone (T: 24◦C)(nach [59]).

3.3 Die Membranzeitkonstante
Auf die Bedeutung der Membranzeitkonstanten für die Impedanzresonanz und die Mem-
branpotentialoszillationen ist in den letzten Abschnitten hingewiesen worden. Daher lohnt
sich ein kritischer Blick auf diese häufig verwendete Größe, wie er von Koch et al. [82]
vorgeschlagen wird:
Unter der Membranzeitkonstanten τM versteht man allgemein die Antwortzeit der Zelle
auf Störungen des Ruhezustands [113]. In den frühen 80er Jahren wurde die Membranzeit-
konstante mit wenigen Millisekunden angegeben. Mit verbesserter Technik „wuchs“ er auf
Werte von 20 ms bis sogar 100 ms für ZNS-Neurone von Säugetieren an. Auch zeigte sich,
daß viele Faktoren Einfluß auf diese eigentlich für passiv gehaltene, Größe haben. Dabei
spielt beispielsweise der Aktivitätszustand des Netzwerks eine wichtige Rolle. Synaptische
Potentiale können lokal und transient den Wert der Zeitkonstante verändern. Ebenso ma-
nipuliert die Gesamtmembranleitfähigkeit den Betrag von τM . Hierzu tragen sowohl „pas-
sive“ Leck-Leitfähigkeiten, als auch „aktive“ spannungs- und zeitabhängige Leitfähigkeiten
bei. Auch der Ort der τM -Bestimmung entscheidet über die Größe des Wertes. So führten
dendritische Messungen zu deutlich kürzeren Zeitkonstanten als somatische Messungen,
was sowohl auf den geringeren Durchmesser, als auch auf unterschiedliche Kanaldichten
zurückzuführen ist. Schließlich können auch chemische Substanzen wie Ionenkanalantago-
nisten die Membranzeitkonstante beeinflussen.
Es ist also fraglich, ob die Einschätzung, daß es sich bei der Membranzeitkonstanten um
eine „passive“ Größe und damit tatsächlich um eine Konstante handelt, richtig ist [82].
Im Zusammenhang mit Membranpotentialoszillationen und der Impedanzresonanz haben
diese Überlegungen im Augenblick, insbesondere auf deren Frequenzen, kaum abschätzba-
re Auswirkungen. Sehr wahrscheinlich ist allerdings, daß nicht nur durch Veränderungen
der induktiven Kanalkinetiken, sondern auch über die scheinbar passiven Membraneigen-
schaften eine Modulation beider Phänomene erfolgen kann.



Kapitel 4

Membranleitfähigkeiten

Nachdem im letzten Kapitel die theoretischen Bedingungen für Leitfähigkeiten, die an
der Erzeugung und Modulierung von Membranpotentialoszillationen beteiligt sein kön-
nen, formuliert wurden, sollen nun die in Frage kommenden realen Leitfähigkeiten der
Neuronenmembran des zentralen Nervensystems von Säugetieren charakterisiert werden.

4.1 Natriumleitfähigkeiten - INa

Der spannungsabhängige Natriumkanal ist zentral an der Generierung von Aktionspoten-
tialen beteiligt. Er besitzt schnelle Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken mit einer
durchschnittlichen Offenzeit von circa 1 ms [6, 166]. Die Natriumleitfähigkeit hat einen
Membranpotentialbereich mit negativer Steigung zwischen -60 mV und -40 mV [4, 166].
Bei Ruhemembranpotential ist normalerweise der Natriumstrom Null und nimmt erst
mit Depolarisation des Membranpotentials ab -65 mV schnell zu [16]. Da das Natrium-
Gleichgewichtspotential bei etwa +50 mV liegt [113], ist der INa in physiologischen Mem-
branpotentialbereichen ein Kationeneinwärtsstrom. Der wichtigste selektive, pharmakolo-
gische Antagonist des Na+-Kanals ist das Tetrodotoxin TTX [51].

4.1.1 Der persistierende Natriumstrom - INaP

Eine kleine Fraktion spannungsabhängiger Natriumkanäle (ca. 1 %) aktiviert verzögert auf
Depolarisation des Membranpotentials und inaktiviert nicht sofort wieder. Dies hat den
sogenannten persistierenden Natriumstrom INaP

zur Folge [6, 27]. Ob es sich dabei um
einen Subtyp des Na+-Kanals oder um normale Natriumkanäle in einem persistierenden
Modus handelt, ist noch nicht geklärt. Die Aktivierungszeitkonstante des INaP

beträgt
circa 3 ms, für die Inaktivierungszeitkonstante werden Werte zwischen 100 ms und mehr
als 400 ms angegeben [166, 27]. Der persistierende Na+-Strom aktiviert 3 mV bis 10 mV
negativer als der transiente Na+-Strom, was zu einer Verschiebung der Aktivierungskurve
hin zu negativeren Potentialen führt.

37
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4.1.2 Der Natrium- „Fenster“ -Strom - INaW

Ein bereits in den 70er Jahren postulierter nicht-inaktivierender Natriumstrom ist der soge-
nannte Natrium-„Fenster“-Strom INaW

. Er resultiert aus der Hodgkin-Huxley-Beschreibung
der INa-Kinetik:

INaW︸ ︷︷ ︸
Fenster−Strom

= m3 · h · ĪNa︸︷︷︸
maximalerStrom

Der Überlapp von Aktivierungs- und Inaktivierungskurve (m und h) in einem schma-
len Membranpotentialfenster führt zu einem Gleichgewichts-Natriumstrom, der scheinbar
nicht inaktiviert [9].
Unterscheiden lassen sich die beiden nicht-inaktivierenden Natriumströme nur in den Ak-
tivierungskurven bei überschwelligen Membranpotentialen (Abb. 4.1). Der INaP

hat eine
sigmoide Aktivierungskurve, wohingegen der INaW

einen glockenförmigen Spannungsver-
lauf zeigt.

A. Der persistierende Natriumstrom INaP
mit

sigmoidem Aktivierungsverlauf.
B. Der INaW

entsteht aus der Überlappung der
Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik des INa.

Abbildung 4.1: Nicht-inaktivierende Natriumströme (nach [4]).
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4.2 Calciumleitfähigkeiten
Calcium ist eines der wichtigsten Elemente der Zellphysiologie. Es dient sowohl als intra-
zellulärer Botenstoff („second messenger“) als auch in der elektrochemischen Informations-
verarbeitung von Neuronen. Spannungsabhängige Calciumkanäle werden nach ihrem Ak-
tivierungsverhalten in niederschwellig-aktivierende (LVA) und hochschwellig-aktivierende
(HVA) Calciumkanäle unterschieden. Das Calcium-Gleichgewichtspotential liegt bei circa
+120 mV. Ca2+-Kanalaktivierung führt also bei physiologischen Membranpotentialen zu
einem Kationeneinwärtsstrom [51, 72, 102, 113].

4.2.1 LVA (low-voltage-activated) Ca2+-Kanäle

LVA-Ca2+-Kanäle werden wegen ihrer schnellen Inaktivierung auch transiente T-Typ-
Calciumkanäle genannt. Sie ähneln in ihrer Kinetik und Spannungsabhängigkeit dem Na-
triumkanal [113]. Aktivierung des T-Stroms IT erfolgt durch Depolarisation, der allerdings
eine kurze Hyperpolarisation vorausgegangen sein muß1, im unterschwelligen Membran-
potentialbereich ab -70 mV also etwas negativer als der Natriumstrom [51, 58]. Die Akti-
vierungszeitkonstante liegt zwischen 10 ms und 60 ms und die Kanäle haben eine durch-
schnittliche Offenzeit von 10 ms bis 100 ms, wobei die Inaktivierungszeitkonstante mit
der Stärke der Depolarisation abnimmt [51, 58, 162]. Die etwas langsamere Kinetik des
IT , verglichen mit dem INa, wird im Hodgkin-Huxley-Formalismus durch eine niedrigere
Potenz der Aktivierungsfunktion m’ ausgedrückt [61]:

ICaT
= ḠCaT

·m′2 · h′ · (V − ECa) (4.1)

Wie die Natriumleitfähigkeit hat auch die T-Ca2+-Leitfähigkeit einen Membranpoten-
tialbereich (-60 mV bis -40 mV) mit negativer Steigung [162] und einen Überlapp der
Aktivierungs- und Inaktivierungskurven, woraus sich ein T-Ca2+-Fenster-Strom ergibt [62,
102]. Die wichtigsten Kanalantagonisten sind Octanol und vor allem divalente Metallionen
wie Nickel, Cadmium und Cobalt.

4.2.2 HVA (high-voltage-activated) Ca2+-Kanäle

HVA-Ca2+-Kanäle sind eine heterogene Gruppe von Calciumkanälen mit vergleichswei-
se hohen maximalen Leitfähigkeiten2, die alle erst weit überhalb der Entladungsschwelle
aktivieren (-30 mV bis -20 mV) und somit für unterschwellige Untersuchungen nicht be-
rüchsichtigt werden müssen [58].
Man unterscheidet mindestens fünf HVA-Kanaltypen die mit L, N, P, Q und R bezeich-
net werden und die sich, abgesehen vom molekularen Aufbau, auch in ihren Inaktivie-
rungskinetiken (von 50 ms bis mehrere 100 ms) und spezifischen Antagonisten unterschei-
den [51, 113].

1De- Inaktivierung des T-Ca2+-Kanals
2LVA : 3-9 pS ; HVA : > 20 pS [58]
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4.3 Kaliumleitfähigkeiten
Kaliumkanäle sind vermutlich die evolutionär ältesten Ionenkanäle und besitzen die höch-
ste Diversität untereinander. Zur Zeit sind über 100 Untereinheiten für Kaliumkanäle
bekannt, die sich zu einer Vielzahl von Kanalfamilien mit unterschiedlichster Phänomeno-
logie zusammenlagern können [146]. Allen gemeinsam ist, daß K+-Ströme im physiologi-
schen Membranpotentialbereich aufgrund des Kalium-Gleichgewichtspotentials von circa
-85 mV [113] Kationenauswärtsströme sind und dadurch normalerweise Störungen des
Ruhemembranpotentials entgegenwirken. Die für einen Einfluß auf die Membranpotentia-
loszillationen und die Impedanzresonanz in Frage kommenden Kaliumleitfähigkeiten sollen
im Folgenden charakterisiert werden.

4.3.1 Kv-Kanäle - Durch Depolarisation aktivierte K+-Kanäle

Die Familie der durch Depolarisation aktivierten K+-Kanäle , die nicht Calcium-abhängig
sind, kann selbst wieder grob in zwei Unterfamilien aufgeteilt werden, die sich vor allem
in ihren Kinetiken unterscheiden:
Langsam-inaktivierende Kv-Kanäle werden der Unterfamilie der sogenannten verzögerten
Gleichrichter (Delayed Rectifier DR), schnell-inaktivierende Kv-Kanäle der Unterfamilie
der sogenannten A-Typ-Kv-Kanäle, zugeordnet [104, 132]. Allerdings gibt es eine Reihe
von Kv-Kanälen, deren Eigenschaften zwischen A-Typ und DR-Typ liegen [131, 147]. Allen
Kv-Kanälen ist neben der auswärtsgleichrichtenden Wirkung ihrer (Aktivierungs-) Kine-
tiken der molekulare Grundaufbau aus 4 Untereinheiten mit 6 Transmembransegmenten
gemeinsam, wobei die Porenregion (H5) zwischen Segment S5 und S6 liegt [63, 73, 104].

Schnell-inaktivierende Kv-Kanäle - A-Typ

Diese Unterfamilie ist, wie erwähnt, selbst recht heterogen. Charakteristisch für A-Typ-
Kanäle ist, daß, ähnlich wie beim T-Typ Calciumkanal, der Aktivierung durch Depo-
larisation eine vorherige Hyperpolarisation3 zur De-Inaktivierung vorausgegangen sein
muß [44, 51, 104, 113, 131]. Dabei liegt die Aktivierungsschwelle zwischen -50 mV und
-60 mV, also im unterschwelligen Membranpotentialbereich [131]. Per definitionem sind
A-Ströme transient, d.h. die Leitfähigkeiten aktivieren und inaktivieren schnell. Dabei
liegt die Inaktivierungszeitkonstante im Bereich von 10 ms bis 180 ms [146] (häufig et-
wa 50 ms [131]). Die Aktivierungszeitkonstante beträgt etwa 5- 10 ms (< 20 ms [131]).
Die Kinetik des A-Typ-Kv-Kanals sorgt dafür, daß der resultierende A-Strom bei länger
anhaltender Depolarisation auf einem konstanten, unterschwelligen Haltepotential keine
Rolle spielt.
Blockierbar sind A-Kanäle vor allem durch 4-AP, TEA und Cäsium [51, 104, 113, 131].

3negativ von -70 mV
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Verzögert-gleichrichtende Kv-Kanäle - KDR

Der Verzögerte Gleichrichter ist der „klassische“, im Hodgkin-Huxley-Formalismus be-
schriebene Kaliumkanal:

IK = ḠK · n4 · (V − EK) (4.2)

Neben der langsamen, „verzögerten“ Aktivierung (> 50 ms) hat er eine Inaktivierungszeit-
konstante von mehreren Sekunden [131]. Da die Aktivierungsschwelle der KDR-Leitfähigkeit
allerdings bei -40 mV bis -20 mV liegt, hat der IDR im konstant unterschwelligen Mem-
branpotentialbereich keine größere Bedeutung [131, 104].
Blockiert wird der KDR-Kanal neben TEA auch von 4-AP, Cäsium und Barium [51, 104,
113, 131, 146].

4.3.2 Einwärtsgleichrichtende Kaliumkanäle - Kir-Kanäle

Chandy und Gutman [23] haben eine Einteilung der einwärtsgleichrichtenden Kaliumkanä-
le nach ihrer genetischen Verwandtschaft in 6 Untergruppen, Kir1.x bis 6.x, vorgeschla-
gen, wobei die einzelnen Untergruppen weiter in mehrere Kanalsubtypen untergliedert
werden [34]. Phänomenologisch unterscheiden sich die verschiedenen Kir-Kanäle in der
Stärke ihrer gleichrichtenden Wirkung, in der Lokalisation im Nervensystem und in ih-
ren Kinetiken. Allen einwärtsgleichrichtenden Kaliumkanälen ist die Grundstruktur aus
4 Untereinheiten mit 2 Transmembransegmenten gemeinsam [63, 73]. Der Begriff „ein-
wärtsgleichrichtend“ bezieht sich nur auf die Erhöhung der Leitfähigkeit mit zunehmender
Hyperpolarisation des Membranpotentials. Der tatsächliche Nettostrom ist natürlich, bei
physiologischen Membranpotentialen, wie bei allen Kaliumströmen, aufgrund des Kalium-
Gleichgewichtspotentials ein Auswärtsstrom [29]. Der Mechanismus, der zu dieser Ein-
wärtsgleichrichtung führt, ist ebenfalls bei allen Kir-Kanälen gleich:
Bei Vergleichen der molekularen Struktur von Kv-und Kir-Kanälen fiel auf, daß den Kir-
Kanälen der „spannungssensitive“ Bereich fehlt [63], was zu der Frage führte, wie das
spannungsabhängige Verhalten der Kanäle zustande kommen kann. Man stellte fest, daß
die gleichrichtende Wirkung zwei Komponenten mit unterschiedlicher Zeitabhängigkeit be-
sitzt. Die erste, schnelle4 und in ihrer rektifizierenden Wirkung stärkere Komponente wird
durch intrazelluläres Magnesium, daß die Kanalpore verstopft, vermittelt [114]. Depolari-
sation verstärkt diesen Mechanismus, was die scheinbare Einwärtsrektifikation zur Folge
hat. Die zweite, langsame5 und schwächere Komponente, die auch bei Magnesium-freier
intrazellulärer Lösung besteht, wird von intrazellulären Polyaminen (z.B. Spermine, Pu-
trisine [73]) verursacht. Sie sorgen für eine zeitabhängige6 Abnahme des Kaliumauswärts-
stroms auf Depolarisation, weswegen man ursprünglich von Deaktivierung des Kir-(IRK-)
Stroms gesprochen hat [63, 73].
Eine weitere Gemeinsamkeit aller Kir-Kanäle ist die Sensitivität auf extrazelluläres Bari-
um, Cäsium und TEA [33, 51, 63, 113, 161, 163, 176].
Im Säugetiergehirn sind vor allem Kir2.x und Kir3.x von großer Bedeutung [34, 73, 98].

4< 1ms [51]
55 - 500 ms [51]
6die Dauer hängt u.a. von deren Größe ab
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Kir2.x-Kanäle - IRK

Es sind mindestens drei Subtypen (Kir2.1 - Kir2.3) dieser Untergruppe der Kir-Kanäle
bekannt [63, 114]. Sie entsprechen den „klassischen“, ursprünglich IRK-Kanäle genannten,
Kalium-Einwärtsgleichrichtern. Neben ihrer molekularen Struktur unterscheiden sie sich
hauptsächlich in der Stärke ihrer Gleichrichtung, wobei allerdings alle Kir2.x-Kanäle als
stark gleichrichtend gelten [73].

Kir3.x-Kanäle - GIRK

Zur Zeit sind 4 Subtypen (Kir3.1 - Kir3.4) der Kir3.x-Untergruppe bekannt [63, 73,
114]. Die Besonderheit der Kir3.x-Kanäle ist, daß sie zur Aktivierung einen zusätzli-
chen Mechanismus über ein G-Protein benötigen, woher auch ihr ursprünglicher Name
„GIRK“ stammt [179]. Dabei wirkt die Gβγ-Untereinheit des G-Proteins direkt, ohne bio-
chemische Zwischenschritte auf den Kanal („Membrane delimited“) [28, 50]. Dadurch ist
eine, für die Wirkung von G-Proteinen, schnelle Aktivierung möglich, mit Aktivierungs-
zeitkonstanten der verschiedenen Subtypen zwischen 30 ms und 500 ms wobei der Akti-
vierungsprozess zum Teil in mehreren Schritten7 erfolgt [86, 103, 179]. Die Aktivierung
bewirken sogenannte PTX-(Pertussistoxin) sensitive G-Proteine, die zur Gi/Go-Famillie
gezählt werden. Diese G-Proteine werden vor allem durch inhibitorische metabotrope
Neurotransmitter aktiviert. Im Neokortex sind davon in erster Linie GABAB-und A1-
Adenosin-Rezeptoren, die selektiv durch CGP35348 bzw. DPCPX blockierbar sind, betei-
ligt [48, 159, 165]. Zudem aktivieren auch M2-muskarinische, α2-adrenerge, µ/δ-opioide,
D2-dopaminerge, Histamin- und Serotonin- Rezeptoren Gi/Do-Proteine [28, 50, 63, 67,
98, 103]. Moduliert werden können Kir3.x-Kanäle darüber hinaus durch sogenannte RGS8-
Moleküle, die vor allem zu einer Reduktion der Deaktivierungszeitkonstanten führen [103].

4.3.3 Sonstige Kaliumkanäle

Im Zusammenhang mit Membranpotentialoszillationen und Impedanzresonanz tauchen
hin und wieder noch zwei weitere Kaliumkanaltypen auf.

M-Typ Kaliumkanal

Der M-Strom zeigt eine spannungsabhängige Zunahme der Aktivierung durch Depola-
risation des Membranpotentials positiv von circa -70 mV und ist z.T. bei Ruhemem-
branpotential bereits vorhanden. Er aktiviert mit Zeitkonstanten von 100 ms bis 200 ms.
Der M-Kanal inaktiviert nicht von alleine, sondern wird über das G-Protein des muska-
rinischen9 Acetylcholin-Rezeptors deaktiviert [72, 107, 113, 116]. Abgesehen von seinem
natürlichen Inaktivierungsmechanismus ist der M-Strom durch Barium und TEA blockier-
bar [33, 51, 78, 113].

7dadurch werden zum Teil mehrere Zeitkonstanten angegeben
8Regulators of G-Protein signalling
9daher der Name „M“-Strom
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Calcium-aktivierte Kaliumkanäle - KCa-Kanäle

Da zur Aktivierung der KCa-Kanäle eine ausreichende intrazelluläre Calcium-Konzentration
notwendig ist, sollten sie bei anhaltend unterschwelligen Membranpotentialen keine Be-
deutung für Membranpotentialoszillationen oder Impedanzresonanz haben, da der einzig
in Frage kommende Calciumkanal (T-Typ) zum einen schnell inaktiviert und zum ande-
ren eine geringe Leitfähigkeit besitzt. Grundsätzlich zählen KCa-Kanäle zur Kv-Familie,
werden nach der Größe ihrer maximalen Leitfähigkeiten eingeteilt (3 Subtypen) und sind
unter anderm blockierbar durch TEA, Barium und Cäsium [51, 104, 113, 131].

4.4 H-Typ Kationenkanal

Abbildung 4.2: Spannungsabhängiger Aktivierungsverlauf des H-Kanals (nach [33]).

Ein für die rhythmische Aktivität von Neuronen sehr wichtiger Ionenkanal ist der durch
Hyperpolarisation aktivierende, unselektive Kationenkanal, der sogenannte H-Kanal. Da er
sowohl Natrium als auch Kalium leitet10, liegt sein Umkehrpotential bei -10 mV bis -30 mV
und führt somit im unterschwelligen Potentialbereich zu einem Nettokationeneinwärts-
strom, hat also eine depolarisierende Wirkung auf das Membranpotential [43, 99, 116]. Die
Aktivierung durch Hyperpolarisation erfolgt verzögert. Dabei ist die Aktivierungszeitkon-
stante von der Stärke der Hyperpolarisation abhängig: Je größer der hyperpolarisierende
Potentialsprung, desto schneller reagiert der Kanal, d.h. die Zeitkonstante wird kürzer.
Die Werte liegen an der Aktivierungsschwelle (-40 mV bis -60 mV) bei 1 bis 2 Sekunden
und sinken bei maximalem Aktivierungspotential (negativ von -110 mV) auf 100 ms bis
400 ms [49, 116]. H-Kanäle sind also bei allen unterschwelligen Membranpotentialen aktiv
(siehe Abb. 4.2) und tragen zur Einstellung des Ruhemembranpotentials bei [99]. Auch die
Inaktivierungskinetik des H-Stroms hat einen langsamen, komplexen Zeitverlauf. Der Ih re-
laxiert nach Aktivierung langsam auf einen Gleichgewichtswert. Der H-Strom inaktiviert
also praktisch nicht [116]. Die Relaxationszeitkonstante ist ebenfalls spannungsabhängig

10g(Na+)/g(K+) ≈ 1/4 [17]
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und nimmt mit Depolarisation von einigen Sekunden bis auf wenige zehn Millisekunden
ab [33, 49]. Der H-Kanal ist ein evolutionär alter Kanal, von dem bislang 4 Subtypen
(HCN1 - 4) kloniert wurden, die sich leicht in ihren Kinetiken und der Lokalisation im
Nervensystem unterscheiden [17, 110]. Das Kanalprotein besteht aus 4 Untereinheiten mit
6 Transmembransegmenten (Spannungssensor: S4; Pore: S5 - S6) [138]. Im Gegensatz zu
den Kir-Kanälen ist der H-Kanal nicht sensitiv für Barium, TEA oder 4-AP und somit
den meisten klassischen Kaliumkanalblockern. Auch TTX als spezifischer Natriumkanal-
antagonist zeigt keine Wirkung [33, 51, 116]. Dagegen wird der H-Kanal von Cäsium und
dem hochselektiven ZD7288 blockiert [43, 116, 160, 163, 180]. Bei Cäsium gibt es Anzei-
chen, daß es keine vollständige Blockierung des H-Kanals zu bewirken scheint [33].
Es ist bekannt, daß der H-Strom durch direkte Wirkung von intrazellulärem cAMP modu-
liert werden kann. Dabei verschiebt sich die Aktivierungskurve zu positiveren (2 - 13 mV)
Membranpotentialen. Der Strom aktiviert also bei depolarisierten Membranpotentialen
schneller und stärker, ohne seine maximale Leitfähigkeit zu verändern [17, 51, 116, 138].
Aktivierung von Rezeptoren, die die intrazelluläre cAMP-Konzentration verändern, wie
zum Beispiel β-adrenerge Rezeptoren oder Opioid-Rezeptoren, wirken so auch auf den
H-Kanal [17, 49, 50, 99, 163].



Kapitel 5

Rauschen in neuronalen Systemen

In der Neurophysiologie wurde und wird eine Vielzahl von zum Teil sehr wichtigen und
durchaus physiologischen Vorgängen als Rauschen bezeichnet. So konnte man bis zur Ent-
wicklung der Patch-clamp Technik und den dadurch ermöglichten Einzelkanaluntersuchun-
gen mit Hilfe der Rauschanalyse von Membranpotential-Fluktuationen („Kanalrauschen“)
auf die Kinetik von Ionenkanälen schließen [113]. Die Spektraldichte des Kanalrauschens
folgt dabei der Gleichung [29]:

SI(f) =
4 · I2

N
· 1− p

p
· τ

1 + ω2 · τ 2
(5.1)

mit: τ : Zeitkonstante (τ = 1
α+β

)
N : Absolute Anzahl von Kanälen
I : Strom durch Kanäle
P : Offenwahrscheinlichkeit des Kanals (p = α

α+β
)

Am „Potentialrauschen“ sind neben dem Kanalrauschen noch zahlreiche andere physiolo-
gische Vorgänge, wie z.B. (spontane) synaptische Ereignisse beteiligt. Die Spektraldichte
der Fluktuationen der Transmembranspannung aller „Rauschquellen“ im Frequenzbereich
unter 1 kHz hat dabei einen 1/

√
f -förmigen Verlauf [29, 76, 81, 112, 177], der sich aus theo-

retischen Überlegungen am RC-Parallelstromkreis ergibt. Eine „white-noise“-Rauschquelle
in einem RC-Kreis führt zu folgender Impedanz [74, 81]:

Z(f) =

(
R

i · 2π · f · C
) 1

2

∼ 1

f
1
2

(5.2)

Das sogenannte 1/f-Rauschen ist auch aus technischen Anwendungen bekannt. Allerdings
konnte noch keine einheitliche Theorie für diese Rauschfunktion entwickelt werden [74].
Allgemein folgt das Amplitudenspektrum S(f) des 1/f-Rauschens der Gleichung:

S(f) =
K

fn
(5.3)

mit: K,n: Konstanten

45



KAPITEL 5. RAUSCHEN IN NEURONALEN SYSTEMEN 46

Der Exponent n bewegt sich zwischen Null und Zwei. Je näher n gegen Null geht, um-
so stärker ähnelt das Spektrum dem „weißen Rauschen“. Dagegen bedeutet ein n-Wert
von Zwei, daß das Spektrum einen, aus der Braunschen Molekularbewegung bekannten,
Verlauf hat. 1/f-Rauschen entsteht allgemein durch Widerstandsfluktuationen1 mit einer
weiten Verteilung von Zeitkonstanten bei hohen Widerständen (im MΩ-Bereich). Eine
Temperaturabhängigkeit des 1/f-Rauschens ist umstritten [29]. Interessanter Weise wird
dem 1/f-Rauschen ein evolutionärer Zufallsprozess unterstellt, d.h. das gegenwärtige Ver-
halten wird von der Vergangenheit des Systems beeinflußt und besitzt damit eine gewisse
Kausalität, ist also kein rein stochastisches Phänomen. Man spricht vom „Gedächtnis“ des
1/f-Rauschens [74], daß umso weiter in die Vergangenheit zurückreicht, je weiter der n-
Wert vom Wert 1 entfernt ist. Es ist unumstritten, daß das Membranrauschen, in welcher
Form auch immer, einen Einfluß auf die neuronale Signaltransduktion hat, insbesonde-
re bei Membranpotentialen, die nahe an der Entladungsschwelle liegen [108]. An solchen
kritischen Bifurkationspunkten ist Rauschen wesentlich an der Stabilitätsentscheidung be-
teiligt [102].

Abbildung 5.1: Stochastische Resonanz. Das Signal-zu-Rausch-Verhältnis (SNR) durchläuft
ein von der Intensität des Rauschens abhängiges Maximum (nach [76]).

Aus der Beschreibung von bi- und multistabilen Systemen2 in der Physik stammt ein
Phänomen, dem auch in zunehmendem Maße in der Neurophysiologie Bedeutung für die
Informationscodierung beigemessen wird [14, 30, 96, 127, 149]: die sogenannte stocha-
stische Resonanz [1, 15, 22, 37, 38, 40, 42, 69, 70, 83, 97, 111, 140]. Voraussetzung für
stochastische Resonanz ist neben der Bistabilität noch das Zusammenwirken von Fluk-
tuationen (Rauschen) mit schwachen periodischen Signalen, wie sie bei Neuronen zum
Beispiel mit unterschwelligen Membranpotentialoszillationen an der Entladungsschwelle
auftreten [174, 175]. Mit stochastischer Resonanz wird das auf den ersten Blick paradoxe

1physiologisch: Leitfähigkeitsfluktuationen
2Systeme mit Schwellenphänomen, d.h. das System hat einen Grenzzustand, an dem sich sein Verhalten

wesentlich ändert
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Phänomen bezeichnet, bei dem sich das Signal- zu- Rausch-Verhältnis (SNR) zunächst mit
Zunahme der Rauschamplitude verbessert (also zunimmt), dann ein Maximum erreicht und
schließlich wieder abnimmt, wie in Abbildung 5.1 zu sehen ist. Sieht man die stochastische
Resonanz im neuronalen Zusammenhang, so bedeutet „Signal“ die Wahrscheinlichkeit für
die Auslösung eines Aktionspotentials im Rhythmus der periodischen „Vorgabe“, also z.B.
der Membranpotentialoszillationen oder der rhythmischen Netzwerkaktivität, das mit an-
wachsendem Potentialrauschen ein Maximum durchläuft. Diese Betrachtung macht deut-
lich, daß solch ein Verhalten natürlich gerade dazu prädestiniert zu sein scheint, um bei
der Kodierung- und Dekodierung von Information im neuronalen Netzwerk auf zellulärer
Basis eine zentrale Rolle zu spielen.



Fragestellung

Spontane, unterschwellige Membranpotentialoszillationen und die Membranimpedanz von
Neuronen sind im Neokortex, insbesondere im Frontallappen, wenig und zum Teil mit
widersprüchlichen Ergebnissen untersucht worden. Die Quantifizierung der Messungen
wurde bislang unsystematisch durchgeführt und die Problematik bezüglich der Fourier-
Transformation zur Frequenzanalyse von neurophysiologischen Signalen ist dabei häufig
vernachlässigt worden. Vergleiche zwischen den beiden Phänomenen konnten bislang im-
mer nur indirekt durchgeführt werden, da sie nie systematisch in den selben Zellen analy-
siert wurden.
Der erste Teil dieser Arbeit beschäftigt sich daher mit einer ausführlichen und grundlegen-
den Analyse dieser beiden Phänomene in Neuronen des frontalen Kortex (Schicht II/III)
der Ratte in vitro. Dazu werden alle wesentlichen Merkmale der spontanen, unterschwelli-
gen Membranpotentialoszillationen bzw. der Impedanzresonanz, wie phänomenologisches
Erscheinungsbild (Frequenzen, Größen etc.), Generierungsmechanismen und pharmakolo-
gische Modulierbarkeit analysiert. Zur Quantifizierung der Messungen werden Methoden,
die auf das Äquivalenzschaltkreismodell der linearisierten Hodgkin-Huxley-Membran zu-
rückgreifen, vorgeschlagen und deren Gültigkeit überprüft. Zur Steigerung der Meßqualität
werden die Versuchsparameter für die Fourier-Transformation untersucht und optimiert.
Bei allen Zellen sollen sowohl die spontanen Membranpotentialoszillationen als auch die
Membranimpedanz analysiert werden, um unmittelbare Vergleiche zwischen den beiden
Phänomenen bezüglich ihrer charakteristischen Merkmale zu ermöglichen.
Nach der Klärung der wichtigsten Charakteristika der spontanen Membranpotentialoszil-
lationen und der Impedanzresonanz wird im letzten Teil der Arbeit versucht eine mögliche
physiologische Bedeutung der beiden Phänomene aufzuzeigen. In einem ersten Ansatz soll
der Einfluß von Membranpotentialoszillationen bzw. der Impedanzresonanz auf evozierte
postsynaptische Potentiale und das resultierende Entladungsverhalten der Neurone unter-
sucht werden.
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Kapitel 6

Material und Methoden

6.1 Inkubationslösungen
Da die Untersuchungen an Gehirnschnittpräparaten in vitro durchgeführt wurden, mußten
zur Aufrechterhaltung der neuronalen Aktivität über einen längeren Zeitraum diese sogen-
nanten „Slices“ mit einer Lösung perfundiert werden, deren ionale Zusammensetzung dem
natürlichen Liquor entspricht. Für Präparation und Perfusion während der Messungen
wurden zwei Lösungen verwendet, die sich nur in der Konzentration divalenter Kationen
unterscheiden. Die Stammlösung hatte folgende Zusammensetzung:

NaCl : 125 mM
KCl : 3 mM
NaH2PO4 : 1.25 mM
NaHCO3 : 25 mM
D-Glucose : 10 mM

Die im Vergleich zum natürlichen Liquor erhöhte Glucose-Konzentration ist zur Gewährlei-
stung des Energiestoffwechsels der Neurone in vitro notwendig [90]. Zur Sauerstoffversor-
gung wird diese ACSF1 permanent mit Carbogen2 begast. Das CO2 bildet zusammen mit
dem Natriumhydrogencarbonat einen Säure-Base-Puffer, der bei der Meßtemperatur von
31.5◦C für einen pH-Wert von 7.4 sorgt. Die Präparationslösung, die während der Herstel-
lung der Gehirnslices verwendet wurde, enthielt im Vergleich zur Perfusionslösung, die in
der Meßkammer während der Ableitungen zirkulierte, eine reduzierte Calciumkonzentrati-
on bei gleichzeitig erhöhter Magnesiumkonzentration. Die dadurch bewirkte Verringerung
der Erregbarkeit und Stoffwechseltätigkeit der Neuronen im traumatisierten Gewebe führt
zu einer deutlich verbesserten Langzeit-Vitalität der Zellen.

Präparationslösung : ACSF + 0.5 mM CaCl2
3 mM MgCl2

Perfusionslösung : ACSF + 2.5 mM CaCl2
1.5 mM MgCl2

1ACSF: artifizielle cerebrospinale Flüssigkeit
295 % O2 ; 5 % CO2
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6.2 Versuchstiere und Präparation
Die Untersuchungen wurden an Schnittpräparaten des frontalen Kortex von adulten3
Wistar-Ratten in vitro durchgeführt. Die Haltung der Tiere erfolgte in Käfigen bei kon-
stanter Raumtemperatur von 23◦C und 12 h Licht pro Tag. Wasser und Futter standen
ad libidum zur Verfügung.

Die Tiere wurden mit dem volatilen Anästhetikum Isofluran (Abbot GmbH, Wiesbaden)
narkotisiert und nach Erreichen des Toleranzstadiums (Ausfall der Stell- und Haltereflexe,
vertiefte und normalfrequente Atmung, fehlender Cornearreflex) dekapitiert. Das Gehirn
wurde in toto entnommen und sofort für mindestens 1 Minute in die eisgekühlte, mit Car-
bogen gesättigte Präparationslösung gebracht. Anschließend wurde das Cerebellum ent-
fernt und das verbleibende Gehirn entlang der Fissura longitudinalis geteilt. Während eine
Hemisphäre wieder in die Präparationslösung zurückgelegt wurde, erfolgte an der zweiten
Hemisphäre die Herstellung der Slices. Dazu wurde parallel zur dorsalen Gehirnoberfläche
der ventrale Gehirnteil abgetrennt und der dorsale Bereich mit Cyanoacrylat (Bürklin,
Deutschland) auf einen Träger aufgeklebt. Nach Befestigung des Trägers in einer ebenfalls
mit eiskalter Präparationslösung gefüllten Kammer des Vibratoms (Leica VT1000S), das
eine Schnittführung senkrecht zur dorsalen Gehirnoberfläche ermöglichte, wurden 3 - 5
400 µm dicke coronale Schnitte je Hemisphäre angefertigt. Die Slices wurden dann in ei-
ner Aufbewahrungskammer mit begaster Präparationsflüssigkeit bei Raumtemperatur für
mindestens 2h inkubiert.

6.3 Ableitungskammer und Zirkulationssystem
Nach der Erholungsphase wurde jeweils ein Hirnschnitt aus der Aufbewahrungskammer in
die Ableitungskammer4 auf ein streng gespanntes Nylonnetz gelegt. Ein zweites, weitma-
schigeres Netz wurde von oben unter mikroskopischer Kontrolle zur Fixierung des Slices
aufgelegt. Die Ableitungskammer wurde ständig mit Perfusionslösung durchflutet. Eine
Schlauchpumpe sorgte für eine Durchflußrate von 4 - 5 ml/min, wobei die Badlösung vom
Boden der Kammer eingeleitet und am oberen Rand der Kammer so abgesaugt wurde, so
daß der Hirnschnitt ständig circa 0.2 bis 0.4 cm unterhalb des Flüssigkeitsspiegels lag5.
Zur Aufrechterhaltung der Versuchstemperatur von 31.5◦C wurde die ACSF außerhalb der
Kammer in einem Wasserbad vorgewärmt und vor dem Einfluß in die Kammer nochmals
durch einen Durchlauferwärmer geleitet.

3älter als 28 Tage
4Ø : 2 cm ; Tiefe : 2.5 cm
5„submerged slice“ Technik
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6.4 Substanzapplikation und verwendete Pharmaka
Alle verwendeten Substanzen wurden über die Badlösung appliziert. Durch die Zirkulation
der ACSF mit 4 - 5 ml/min wurde in der Ableitungskammer nach spätestens 10 Minu-
ten die gewünschte Substanzkonzentration erreicht. Die folgenden Konzentrationsangaben
beziehen sich immer auf die Endkonzentration in der Badlösung:

Rezeptorantagonisten:

APV : D(-)-2Amino-5-phosphonovaleriansäure (Tocris, Biotrend, Köln)
Konz. : 10 µM - kompetitiver NMDA- Rezeptorantagonist

CNQX : 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-dion (Sigma, Deisenhofen)
Konz. : 10 µM - kompetitiver AMPA/Kainat- Rezeptorantagonist

Bicucullin : Methiodid- Salz (Sigma)
Konz. : 10 µM - GABAA- Rezeptorantagonist

CGP35348: P-3-Aminopropyl-P-diethoxymethyl-phosphonsäure (Tocris, Bristol)
Konz. : 100 µM - selektiver GABAB- Rezeptorantagonist

DPCPX : 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin (Tocris)
Konz. : 10 µM - selektiver A1-Adenosin- Rezeptorantagonist

Rezeptoragonist und Antioxidans:

Isoproterenol : (Tocris)
Konz. : 100 µM - selektiver β1-adrenerger- Rezeptoragonist

Natriummetabisulfit : Antioxidans; nur gemeinsam mit Isoproterenol angewendet (Tocris)
Konz. : 300 µM

Ionenkanalblocker:

TTX : Tetrodotoxin (Sigma)
Konz. : 700 nM - selektiver Na+-Kanalblocker

TEA : Tetraethylammonium (Tocris)
Konz. : 10 mM - unselektiver K+-Kanalblocker

Ni2+ : Nickelchlorid wird mit phosphatfreier ACSF angewendet (Sigma)
Konz. : 100 µM - Ca2+-Kanalblocker (v.a. T-Typ)

Ba2+ : Bariumchlorid (Sigma)
Konz. : 100 µM - unselektiver K+-Kanalblocker

Cs+ : Cäsiumchlorid (Sigma)
Konz. : 2 mM - K+- und H-Kanalblocker

ZD7288 : 4-N-ethyl-N-phenylamino-1,2-dimethyl-6-methylaminopyrimidiriumchlorid
Konz. : 70 µM - selektiver H-Kanalblocker (Sigma)
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6.5 Elektroden
Für die intrazellulären Messungen des elektrischen Verhaltens der Neurone wurden schar-
fe Glasmikroelektroden mit Hilfe von mechanischen Mikromanipulatoren in die Zellen
eingestochen. Die Glasmikroelektroden bestanden aus Borosilicatglaskapillaren6 (Harvard
Appatatus, Edenbridge, Kent, DB), die durch ein Elektrodenziehgerät (Sutter Instrument
Co., San Rafael, USA) zu Pipetten mit einem Spitzendurchmesser von < 0.5 µm geformt
wurden. Die Elektrolytlösung, die in die Glaspipetten eingefüllt wurde, bestand aus 2 M
Kaliumacetat und 0.3 M Kaliumchlorid. Diese Zusammensetzung der Elektrolytlösung
verhinderte Störungen der Messung von postsynaptischen Potentialen aufgrund von in die
Zelle ausdiffundierendem Chlorid [157]. Die eigentliche Meßelektrode bestand aus einem
mittels Elektrolyse chloriertem Silberdraht, der in die elektrolytgefüllte Glaspipette ein-
geführt wurde und der mit dem Meßkopf des Signalverstärkers verbunden war.

Ein wichtiges Charakteristikum der Mikroelektroden ist der Elektrodenwiderstand. Er ist
ein indirektes Maß für den Durchmesser der Glaspipettenöffnung. Bei zu großen Durchmes-
sern (< 80 MΩ) ist eine stabile Ableitung des Membranpotentials nicht möglich, dagegen
führen zu kleine Pipettenöffnungen (> 130 MΩ) zu Schwierigkeiten bei der Kompensation
der sogenannten Streukapazität.
Diese Elektrodenkapazität entsteht, da die Glaskapillare als Dielektrikum die intrakapil-
läre Elektrolytlösung von der intrazellulären bzw. extrazellulären Lösung (ACSF) trennt.
Sie ist daher auch von der Eintauchtiefe der Elektrode abhängig. Würde man den Elek-
trodenwiderstand und die Streukapazität nicht elektronisch kompensieren7, so entstünde
ein zusätzlicher RC-Kreis, der als Tiefpassfilter höhere Frequenzen ausblenden und damit
Messungen von schnellen Signalen (z.B. Aktionspotentiale) stören würde [112].
Zu große Elektrodenwiderstände führen außerdem häufig zu Polarisationsartefakten: An
Übergängen von Ionenleitung zu metallischer Leitung entstehen Elektrodenpotentiale, die
den gemessenen Spannungswert bei Strominjektion verfälschen, d.h. der Elektrodenwi-
derstand verändert sich während der Strominjektion (Rektifikation). Daher mußten die
Mikroelektroden für möglichst störungsfreie Messungen folgende Kriterien erfüllen:

1. Der Elektrodenwiderstand mußte zwischen 80 MΩ und 130 MΩ liegen.

2. Die Streukapazität mußte kompensierbar sein.

3. Es durften keine Polarisationsartefakte auftreten.

4. Der Elektrodenwiderstand mußte bei positiver und negativer Strominjektion gleich
bleiben, d.h. die Elektrode durfte keine rektifizierende Wirkung haben.

Zur Bestimmung des Membranpotentials und dessen Veränderungen war noch eine in die
ACSF der Ableitungskammer eingetauchte und mit dem Masseeingang des Verstärker-
meßkopfes verbundene Referenzelektrode notwendig. Diese Erdungselektrode bestand aus
einer gebogenen Glaskapillare, die mit einer festen 5% Agar/5% Graphit-Mischung um
einen zweiten chlorierten Silberdraht gefüllt war.

6Außendurchmesser : 1.5 mm ; Innendurchmesser : 0.86 mm
7vgl. 6.6
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Zur Auslösung von synaptischen Potentialen diente eine konzentrische, bipolare Silber-
elektrode8, deren Spitze im Gewebe versenkt wurde. Diese Reizelektrode war über eine
Konstantstromquelle (max.: 1000 µA) mit einem Reizgenerator (Master 8, A.M.P.I., Israel)
verbunden, mit dem man die Reizdauer (100 µs) und das Reizintervall (11.1 s) einstellen
konnte.

6.6 Signalverstärker
Zur Amplifizierung der intrazellulären Signale wurde ein Verstärker (SEC 10L, npi, Tamm,
Deutschland) verwendet, der neben der Potentialmessung auch die Manipulation der Mem-
branspannung durch Injektion von Strom über die Mikroelektrode in die Zelle erlaubte.
Diese gleichzeitige Spannungsmessung und Strominjektion wurde über eine moderne Schal-
tung, die der Wheatstoneschen Brückenschaltung äquivalent ist, realisiert. Sie ermöglichte
die Kompensation des durch Strominjektion verursachten Spannungsabfalls am elektri-
schenWiderstand der Elektrodenspitze. Außerdem konnte der Verstärker über eine schnelle
Rückkopplungsschaltung die Streukapazität der Mikroelektroden neutralisieren. Die zeitli-
che Steuerung der Strominjektion zur Manipulation des Membranpotentials erfolgte über
den bereits erwähnten Reizgenerator. Ein Funktionsgenerator (HM8131-2, Hameg Instru-
ments, Frankfurt) ermöglichte die Wechselstromapplikation. Dabei konnten sowohl einfa-
che, sinusförmige, monofrequente (0.0.1 Hz - 10 kHz) Ströme erzeugt werden, als auch, im
sogennanten „wobble“-Betrieb, Wechselströme, deren Frequenz sich linear oder logarith-
misch von einer Startfrequenz auf eine Endfrequenz steigert9. Der Frequenzbereich kann
dabei zwischen 0.1 Hz und 1 kHz liegen. Über den Verstärker wurden so Wechselströme
von 0.05 nA bis 0.15 nA in die Zelle injiziert.

6.7 Datenaufnahme
Die abgeleiteten Signale wurden auf einem Speicheroszilloskop (Hameg, Frankfurt) und
einem Y(t)-Schreiber (Gould Inc., Instruments Division, Cleveland, USA) dargestellt. Die
durch einen A/D-Wandler (CED 1401, Cambridge Electronic Devices, UK) digitalisier-
ten Daten wurden zur späteren Auswertung auf einem Laborcomputer gespeichert. Die
Digitalisierungsraten für die Analysen der Membranpotentialoszillationen und der Impe-
danzresonanz hängen von der Aufnahmedauer ab. Die maximale Kapazität wurde von
der Software des A/D-Wandlers auf 5000 Meßpunkte begrenzt. Bei einer maximalen Auf-
nahmedauer von 20 Sekunden bedeutet das eine maximale Digitalisierungsfrequenz von
250 Hz.

8Ø : 100 µm
9Der Frequenzverlauf steigert sich digital in 1024 Schritten in maximal 20 Sekunden
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6.8 Neuronenklassifizierung
Um zu gewährleisten, daß nur intakte Neuronen einer homogenen Population in die Aus-
wertung eingingen, wurden die Zellen auf vier klassische Charakteristika hin untersucht:

1. Passive elektrotonische Eigenschaften 2. Entladungsverhalten
3. Strom-Spannungs-Kennlinie 4. Morphologie

6.8.1 Passive elektrotonische Eigenschaften

Zu den passiven elektrotonischen Eigenschaften zählt der Eingangwiderstand Rn, die
„passive“10 Membranzeitkonstante τM , sowie die daraus ableitbare elektrotonische Länge
L [65, 112]. Zur Bestimmung der Werte wurde ein hyperpolarisierender Strompuls (0.1 nA
für 300 ms) in die Zellen injiziert und der zeitliche Verlauf der Spannungsänderung bis zum
Erreichen eines neuen Gleichgewichtszustands gemessen. Dabei sollte der Strompuls mög-
lichst klein sein, um einen Einfluß von spannungsabhängigen Leitfähigkeiten ausschließen
zu können. Grundlage der Berechnung der gesuchten Werte aus der Spannungsfunktion
ist das einfache RC-Äquivalenzschaltkreismodell:
Der Eingangswiderstand wurde anhand des Ohmschen Gesetzes durch Division der Span-
nungsänderung am Ende des Strompulses mit der applizierten Stromstärke bestimmt.
Aus dem zeitlichen Verlauf der Spannungsänderung errechnet sich die Membranzeitkon-
stante. Für das kugelsymmetrische Ein-Kompartiment-Neuronenmodell wurde die notwen-
dige Formel bereits in Gleichung 3.24 auf Seite 23 hergeleitet:

V (t) = V0 · e−
t

τ0

Will man die tatsächliche Gestalt der Neurone mit Soma, Dendritenbaum und Axon
mehr berücksichtigen, so kann man dieses Modell auf beliebig viele Kompartimente er-
weitern [65]. Jedes Kompartiment stellt dabei im einfachsten Fall ein RC-Glied dar, mit
der entsprechenden Lösung für die Differentialgleichung der Spannungsveränderung. Das
Gesamtergebnis für ein solches Multi-Kompartiment-Modell ist eine Linearkombination
aus den einzelnen Lösungen. Für i-Kompartimente gilt also:

V (t) =
∑

i

Vi · e−
t
τi (6.1)

Die Messungen zeigen, daß eine Auflösung jenseits des zweiten Kompartiments nicht ohne
größere Fehler möglich ist11. Daher beschränkt man sich normalerweise auf die Angabe von
zwei Zeitkonstanten für die ersten beiden Kompartimente (Soma und erste dendritische
Verzweigung bzw. Axon):

V (t) = V0 · e−
t

τ0 + V1 · e−
t

τ1 (6.2)

mit: τ0 : Zeitkonstante für das Soma
τ1 : Zeitkonstante für das 1. Kompartiment

10auf die Problematik des Begriffs „passiv“ wurde z. B. in Kap. 3.3 bereits hingewiesen
11zum „space-clamp“ Problem siehe Spruston et al. [148]
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Die mit der Längskonstanten λ normierte Gesamtlänge des Kompartiments l wird elektro-
tonische Länge L genannt:

L =
l

λ
(6.3)

Dabei gibt die Längskonstante λ die Entfernung an, bei der eine Potentialveränderung auf
den 1/e-ten Wert abgesunken ist12:

Vλ = V0 · e− x
λ (6.4)

Vergleicht man den zeitlichen Verlauf mit der räumlichen Verteilung der Spannung in
einem Kabel (Kompartiment-Modell) der Länge l, so erhält man die folgende Gleichung13
für die Zeitkonstante des n-ten Kompartiments [65]:

τn =
τ0

1 + n2·π2

L2

(6.5)

mit: τ0 : Zeitkonstante für 0- tes Kompartiment (Soma)

Daraus folgt für n = 1 :

L = π ·
(

τ0

τ1

− 1

)− 1
2

(6.6)

Somit können Werte für die elektrotonische Länge L aus den gemessenen Zeitkonstanten
abgeschätzt werden.
Ein Wert L < 1 bedeutet also, daß sich eine Potentialveränderung (z.B. EPSP) im Dendri-
tenbaum (1. Kompartiment) mit weniger als 37 % Amplitudenverlust im Soma bemerkbar
macht, da die Länge des Kompartiments kleiner ist als die Längskonstante. Man spricht
von elektrotonisch kompakten Neuronen. Umgekehrt bezeichnet man Neuronen mit Wer-
ten L > 1 als elektrotonisch nicht kompakt.

6.8.2 Entladungsverhalten

Seit Anfang der 80er Jahre werden neokortikale Neurone nach ihrem Antwortverhalten auf
überschwellig depolarisierende Strompulse in vier Gruppen eingeteilt [150]:
Die größte und wichtigste Gruppe ist die der regulär entladenden Neuronen. Sie zeigen
bei anhaltender Stimulation Salven von Aktionspotentialen, die schnell adaptieren und mit
relativ konstanter, niedriger Frequenz (∼10 Hz) bis zum Ende der Stimulation verbleiben.
Bei sogenannten „intrinsic burst“ Neuronen (IB) führt anhaltende überschwellige De-
polarisation zu rhythmischen Entladungen von Aktionspotentialclustern, die mit 5 - 10 Hz
wiederkehren. Im Vergleich dazu entladen „fast rhythmic bursting“ Neurone (FRB)
mit höherer Frequenz, sowohl was die Aktionspotentialrate (300 - 600 Hz), als auch was
die Clusterfrequenz (30 - 50 Hz) betrifft. Schließlich zeigen schnell entladende Neurone
(FS) anhaltend hohe Aktionspotentialfrequenzen (> 100 Hz) mit schwacher oder keiner
Frequenzadaptation.

12Die Längskonstante λ ist das räumliche Analogon zur Zeitkonstante τ
13Lösung der eindimensionalen nichtstationären Kabelgleichung (vgl. Jack et al. [65])
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Regulär entladende und intrinsic burst Neurone konnten morphologisch meist als Pyra-
midenzellen identifiziert werden, wobei IB-Neurone praktisch ausschließlich in Schicht V
vorkommen. FRB-und FS-Neurone sind zumeist GABAerge Interneurone. Da bekannt ist,
daß Neurone verschiedene Aktionspotentialmuster je nach physiologischem Zustand zeigen
können [150], sollte diese Klassifizierung allerdings nicht zu streng gesehen werden.

6.8.3 Strom-Spannungs-Kennlinie

Um auch die spannungsabhängigen Leitfähigkeiten in die Charakterisierung mit einzube-
ziehen, wurden mit Hilfe von Stromrampen14 und der korrespondierenden Spannungsant-
wort sogenannte Strom-Spannungs-Kennlinien (I-V-Kurven) erstellt. Abweichungen vom
linearen, Ohmschen Verlauf des Membranpotentials in de- oder hyperpolarisierender Rich-
tung zeigen Rektifikationen aufgrund von spannungsabhängigen Leitfähigkeiten an, die
insbesondere für neokortikale Neurone einen charakteristischen Verlauf besitzen.

6.8.4 Morphologie

Zur Überprüfung der Lage (Schicht II/III) und Form (Pyramidenzellen) der abgeleiteten
Neurone wurden die Zellen mit dem Farbstoff Biocytin (Sigma, Deisenhofen) markiert.
Hierzu wurde der Elektrolytlösung in der Ableitungselektrode 2 % Biocytin zugesetzt und
durch Applikation von hyperpolarisierenden Strompulsen15 für mindestens 15 Minuten in
die Zelle injiziert. Anschließend wurde der so behandelte Hirnschnitt für 30 Minuten in
begaster ACSF bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich der Farbstoff auch in die api-
kalen Dendriten des Neurons ausbreiten konnte. Zur Fixierung wurden die Hirnschitte
zunächst bei Raumtemperatur in 5 %-iger Paraformaldehydlösung16 für eine Stunde ein-
gelegt. Zur Konservierung wurden die Präparate dann in 30 %-iger Saccharoselösung (in
PBS) verbracht und bei 4◦C bis zur weiteren Bearbeitung aufbewahrt. Aus den 400 µm
dicken Hirnschnitten wurden mittels eines Gefriermikrotoms histologische Präparate mit
50 µm Dicke hergestellt und für 30 Minuten bei Raumtemperatur in 3 %-iger Wasserstoff-
peroxidlösung inkubiert. Zur Vorbehandlung wurden die Schnitte in 10 % Normalserum
und 0.1 % Triton-X, gelöst in PBS, übertragen. Nach dreimaligem kurzen Waschen in
der PBS-Lösung eines Avidin-Biotin-Meerrettichperoxidase-Komplexes erfolgte die Sicht-
barmachung des Biocytins durch Reaktion mit 0.005 %-igem Diaminobenzidin Tetrahy-
drochlorid und 3 %-igem Wasserstoffsuperoxid17. Zur dauerhaften Aufbewahrung wurden
die Schnitte mit Entellan eingedeckelt. Analysiert und digitalisiert wurden die Färbungen
mit einer, an ein aufrechtes Mikroskop (BX50; Olympus; Hamburg) angebrachten CCD-
Kamera (HV20M; Hitachi; Japan) und mit dem Bildbearbeitungsprogramm Neurolucida
(MicroBrightField; Colchester; USA).

14Dauer : 2 Sekunden; Amplitude : ± 0.6 nA
15Dauer : 850 ms; Frequenz : 1 Hz
16in Natrium/Kalium-Phosphatpuffer; pH 7.35; PBS
17gelöst in PBS; Dauer : 5 - 10 min
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6.9 Fourier-Transformation
Erst die Frequenzanalyse der Spannungsveränderungen, ob spontan auftretend oder durch
Wechselströme zur Impedanzuntersuchung induziert, macht eine quantitative Aussage
über die Phänomene der Impedanzresonanz und der Membranpotentialoszillationen mög-
lich. Die verwendete Fourier-Transformation ist daher von zentraler Bedeutung für diese
Untersuchung. Deshalb soll im folgenden ein kurzer Überblick über die Theorie der Fourier-
Analyse und deren Möglichkeiten und Einschränkungen gegeben werden [11, 19, 54, 75,
84, 89, 136, 183].

6.9.1 Grundlagen

Auf Jean-Baptiste Joseph Baron de Fourier18 geht die Erkenntnis zurück, daß jede pe-
riodische Funktion in einer Reihe von Sinus- und Cosinus-Funktionen mit verschiedenen
Frequenzen dargestellt werden kann. Die nach Fourier benannte Reihe hat die Form:

y(x) = a0 +
∞∑

k=1

[ak · cos (k · x) + bk · cos (k · x)] (6.7)

mit den Fourierkoeffizienten ak, ak mit k = 1,2,. . . n

oder in komplexer Form:

y(x) =
∞∑

k→−∞
ck · eikx (6.8)

mit den komplexen Fourierkoeffizienten für 2π-periodische Funktionen:

ck =
1

2π
·

+π∫

−π

y(x) · e−ikωdω also ck ∈ C (6.9)

Allgemein:

ck =
1

T
·

+T
2∫

−T
2

y(t) · e− i·k·π
T
·tdt (6.10)

Will man auch nichtperiodische Funktionen beschreiben, d.h. die Fourierreihe auf allgemei-
ne, zeitkontinuierliche Funktionen/Signale erweitern, so gelangt man zum Fourier-Integral,
das die Fourier-Transformation definiert:

H(ω) = a1 ·
+∞∫

−∞

h(t) · e−iωtdt (6.11)

mit der Fourier-Rücktransformation:

h(t) = a1 ·
+∞∫

−∞

H(ω) · eiωtdω (6.12)

181768 - 1830
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Setzt man in den Gleichungen 6.11 und 6.12 ω = 2π · f , so gilt für die Koeffizienten:

a1 = a2 = 1

Es gilt folgende Nomenklatur:

h(t) : Ursprungsfunktion
H(ω) : Fourier-Transformierte von h(t) oder Spektralfunktion von h(t)

Die Fourier-Transformierte stellt sowohl die Frequenzen als auch die Amplituden der
einzelnen Sinusfunktionen dar. Dabei geschieht eine Zerlegung in positive und negative
Komponenten, was zur Folge hat, daß der Amplitudenbetrag halbiert wird19. Wichtig ist
zu erkennen, daß auch das Fourier-Integral Periodizität der Zeitfunktion h(t) annimmt,
allerdings mit einer Periode T → ∞. Das führt in der realen Anwendung der Fourier-
Transformation zu Problemen, da der Übergang T →∞ nicht möglich ist. In der Fourier-
Transformierten ist die gesamte Information der ursprünglichen Zeitfunktion enthalten,
so daß die Auswertung im Zeit- bzw. Frequenzbereich gleichwertig ist20. Zur Auswertung
der Membranpotentialoszillationen bzw. der Impedanzresonanz wird das Amplitudenspek-
trum der entsprechenden Fourier-Transformierten verwendet, das angibt, wie „stark“ jede
Frequenz in der Zeitfunktion enthalten ist:

H(f) = Re(f) + i · Im(f) (6.13)
= |H(f)| · eiΘ(f) (6.14)

mit |H(f)| : Amplitudenspektrum von h(t)

|H(f)| =
√

Re2(f) + Im2(f) (6.15)

Für die physikalischen Einheiten von Zeit- und Spektralfunktion gilt:

Bsp. : für f(t) → [V]
⇒ F(iω) → [Vs] =

[
V
Hz

]
ebenso |F (iω)| → [

V
Hz

]

analog für f(t) → [A]

19dies führt zum Gibbsschen Phänomen bei der Rücktransformation
20Parsevalsches Theorem
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6.9.2 Anwendung

In der realen Anwendung können zeitkontinuierliche, nichtperiodische Signale nicht kom-
plett aufgenommen werden (T→∞). Außerdem erfolgt die Aufnahme der Funktionswerte
über einen Computer immer in diskreten Schritten (Digitalisierung). Diese Einschränkun-
gen führen zur diskreten Fourier-Transformation, die häufig auf Computern mit einem
schnellen Algorithmus, der sogenannten Fast-Fourier-Transformation (FFT), durchgeführt
wird. Die Anpassung an die realen Bedingungen haben folgende Konsequenzen:
Aus N reellen Abtastwerten können Amplitude und Phase wegen der Zusammensetzung
aus Imaginär- und Realteil nur für N/2 diskrete Frequenzen bestimmt weren. Dabei liegt
der darstellbare Frequenzbereich zwischen 0 Hz und fa/2, wobei fa der Abtastfrequenz21
entspricht:

fa =
1

Ta

(6.16)

mit: Ta : Abtastintervall

Der kleinste Abstand22 den zwei Frequenzlinien haben müssen um noch getrennt zu er-
scheinen ist:

∆f =
1

N · TA

=
1

T
(6.17)

mit: N : Anzahl der Abtastintervalle
T : Meßzeit/Aufnahmedauer

Die Trennschärfe ist also indirekt proportional zur Meßzeit, d.h. nicht die Digitalisierungs-
frequenz, sondern die Aufnahmedauer ist für die spektrale Auflösung entscheidend:

Bsp. : Dauer → Auflösung
1 s → 1 Hz
10 s → 0.1 Hz
20 s → 0.05 Hz

Allerdings führt eine zu geringe Abtastfrequenz zu Fehlern bei der Auswertung: der Band-
überlappung oder Aliasing. Dabei werden Frequenzen, die schneller sind als die Abtast-
frequenz nicht erkannt beziehungsweise falsch interpretiert und führen so zu fehlerhaften,
nicht mehr eindeutigen Amplitudenspektren. Um Aliasing zu verhindern, muß bei der
Abtastung das Nyquist-Theorem eingehalten werden:

Abtastfrequenz ≥ 2 · fc

fc : höchste, im Spektrum enthaltene, Frequenz

Zur Fehlervermeidung sollten daher die Signale tiefpassgefiltert werden, um Frequenzan-
teile, die im Bereich über 2 · fc liegen, auszuschließen.

21Digitalisierungsfrequenz
22spektrale Auflösung
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Da die Meßdauer nicht unendlich groß werden kann, muß die Aufnahme mit einer Fenster-
funktion begrenzt werden. Jede Fensterfunktion führt zu Problemen, da die FFT immer
von einer periodischen Fortsetzung des abgetasteten Signals ausgeht. Das führt zum soge-
nannten Leckeffekt23 (Leakage), der eine Linienverbreiterung und somit eine Verringerung
der spektralen Auflösung zur Folge hat. Bei transienten, also zeitlich abklingenden Signa-
len, darf nur das sog. Rechteckfenster24 angewendet werden. Die Fourier-Transformation
hat eine Reihe von Charakteristika, die bei der Anwendung in der Neurophysiologie be-
deutsam sein können. Die Wichtigsten sind in Abbildung 6.1 skizziert:

A: Zeitkontinuierliche Funktionen führen zu einem nichtperiodischen Frequenzpeak bei
0 Hz, d.h. konstantes Rauschen in neurophysiologischen Ableitungen erhöht den
Amplitudenwert bei 0 Hz im Spektrum.

B: Zeitdiskrete Einzelpulse (Dirac-Pulse) führen zu einer Konstanten im Frequenzbe-
reich, d.h. idealisierte Aktionspotentiale erhöhen das Rauschen im Amplitudenspek-
trum bei allen Frequenzen.

C: Rechteckförmige Zeitfunktionen führen zu gedämpften Sinusschwingungen der Fre-
quenzfunktion.

D: Rampenfunktionen im Zeitbereich (nichtperiodisch) führen zu abklingenden Schwin-
gungen mit positiver Amplitude im Frequenzbereich (frequenzkontinuierlich) mit ei-
nem Maximum bei 0 Hz. Solche Funktionen nähern, kombiniert mit Punkt B25, reale
Aktionspotentiale an. Die Folge von Entladungen in der Aufnahme ist also ein erhöh-
ter Rauschteppich mit einer starken Welligkeit des Spektrums, welche die anderen
Signalanteile überlagern.

E: Periodische Zeitfunktionen führen zu frequenzdiskreten Signalen im Amplituden-
spektrum mit Peaks bei ± f . Durch die Rechteckfensterung der Zeitfunktion26
kommt es zum „Verschmieren“ der im Idealfall diskreten Frequenzpeaks und damit
zu einer Verschlechterung der spektralen Auflösung (Leakage).

F: Grundsätzlich ist die Fourier-Transformation eine lineare Abbildung der Zeitfunkti-
on:

y(t) → Y (ω)
x(t) → X(ω)

}
⇒ K1 · y(t) + K2 · x(t) → K1 · Y (ω) + K2 ·X(ω) (6.18)

23dem „Auslaufen“ von Energie aus den Spektrallinien
24Abbruch der Aufnahme nach der Zeit T (vgl. Abb. 6.1 C und E)
25geht die Spitze der Rampe gegen ∞, so erhält man einen Dirac-Puls
26mathematisch bedeutet dies eine Faltung von Rechteckfunktion mit der Signalfunktion
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Abbildung 6.1: FFT-Charakteristika. Erklärungen im Text (nach [19]).

6.9.3 Ermittlung der Systemfunktion

Die Systemfunktion beschreibt das statische und dynamische Verhalten eines beliebigen
Systems. In der technischen Anwendung, z.B. bei Schaltkreisanalysen, genügt die Anga-
be der sogenannten Übertragungsfunktion G(iω). G(iω) eines Systems erhält man durch
Stimulation mit einem definierten Signal (vorzugsweise sinusförmiger Strom) und der Mes-
sung des Antwortsignals (resultierende Spannung). Mit Hilfe der Fourier-Transformation
erhält man einen einfachen Zusammenhang:

G (iω) =
Y (iω)

X(iω)
(6.19)

mit: X(iω) : F.-T. vom Eingangssignal x(t)
Y (iω) : F.-T. vom Antwortsignal y(t)
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Das ist exakt das Vorgehen bei der Analyse der Membranimpedanz, wenn man folgende
Größen für die Gleichung verwendet :

x(t) : Wechselstrominjektion
y(t) : resultierende Membranpotentialveränderung

Bei Kenntnis der Übertragungsfunktion kann allerdings auch das Antwortsignal für jedes
beliebige Eingangssignal berechnet werden, was im neuralen System eine Vorhersage des
Verhaltens der Zelle bedeuten würde27.

6.9.4 Datenanalyse

A. MPO bei -58 mV Haltepotential
(Aufnahmedauer : 20 s - nur 2 s dargestellt).

B. Amplitudenspektrum von (A) mit einem
Frequenzspeak bei ca. 6 Hz.

Abbildung 6.2: Fourieranalyse von spontanen Membranpotentialsozillationen

Den Ablauf der Frequenzanalyse von spontanen Membranpotentialoszillationen zeigt Ab-
bildung 6.2. Die Fourier-Transformation einer Membranpotentialaufnahme (A) führt zu ei-
nem Amplitudenspektrum (B), das bei vorhandenen Membranpotentialoszillationen einen
Peak bei der Oszillationsfrequenz hat. Durch die kleinen Amplituden der Oszillationen im
Zeitbereich (max. ≤ ± 3 mV) wächst der Frequenzpeak im Spektrum nicht allzu stark aus
dem unterliegenden Rauschteppich heraus, was zu Schwierigkeiten bei der Auswertung,
v.a. für Oszillationsfrequenzen unter 1 Hz führt28.
Zum Nachweis der Membranresonanz wurde die im letzten Abschnitt definierte Übertra-
gungsfunktion des Systems ermittelt. Abbildung 6.3 zeigt das Vorgehen zur Gewinnung
von Impedanzspektren eines Neurons, das zuerst von Puil et al. [123] angewendet wur-
de. Sowohl der Stimulationsstrom (A), als auch die resultierende Spannungsantwort der

27Aufgrund der Nichtlinearität des Systems ist eine solche Vorhersage auf Basis der Impedanzmessun-
gen nur für den linearisierten Membranpotentialbereich des gültigen Äquivalenzschaltkreises des Neurons
denkbar.

28vgl. Kap. 7
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Zelle (C) werden fouriertransformiert und so aus der Zeitdomäne in die Frequenzdomäne
übertragen (B und D). Das Impedanzspektrum (E) erhält man durch Division der beiden
Spektralfunktionen miteinander:

Z =
FFT (V )

FFT (I)
(6.20)

Die Resonanz zeigt sich im Impedanzspektrum durch den charakteristischen Resonanzhü-
gel.

6.10 Graphische Darstellung und Statistik
Die Auswertung und graphische Darstellung wurde mit den Programmen Igor Pro (Wa-
veMetrics. Inc.), Prism 2 (Graphpad Software) und Origin 6.0 Prof. (Microcal Software)
durchgeführt. Für die statistischen Berechnungen stand das Programm SPSS 11.0 (SPSS
GmbH) zur Verfügung. Alle angegebenen Werte entsprechen dem Mittelwert ± Standard-
abweichung. Für statistische Vergleiche wurden folgende Verfahren verwendet:

• Korrelationsanalyse

• Kolmogorov-Smirnov-Test mit Lillefors-Korrektur zur Überprüfung der Normalver-
teilung der Werte

• McNemar-Signifikanztest für nichtparametrische, verbundene Stichproben

• t-Test (parametrisch) für zwei verbundene Stichproben

• Varianzanalyse mit wiederholten Messungen (parametrisch) für mehr als zwei ver-
bundene Stichproben

Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % (p < 0.05) für alle Untersuchungen festgelegt, mit
folgender Nomenklatur:

p > 0.1 : Die Stichproben unterscheiden sich nicht signifikant (n.s)
p = 0.05 - 0.1 : Die Stichproben unterscheiden sich tendenziell (t)
p = 0.0001 - 0.05 : Die Stichproben sind signifikant verschieden (*)
p < 1·10−4 : Die Stichproben sind stark- signifikant verschieden (**)
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Abbildung 6.3: Analyseverfahren zur Untersuchung der Membranimpedanz.



Kapitel 7

Ergebnisse

7.1 Klassische Neuronencharakterisierung

7.1.1 Passive elektrotonische Eigenschaften

Die Ergebnisse beruhen auf intrazellulären Ableitungen aus 155 Neuronen des frontalen
Kortex von adulten Wistar-Ratten beiderlei Geschlechts. Ein Neuron wurde nur dann un-
tersucht, wenn die Ableitung nach Einstellung des Ruhemembranpotentials für mindestens
15 Minuten keine größeren Potentialschwankungen zeigte und somit als stabil gelten konn-
te. Dabei mußte das Ruhepotential negativer als -75 mV liegen. Bei Neuronen, die diese
Bedingungen erfüllten, war das Ruhemembranpotential normalverteilt mit einem Durch-
schnittswert von -83 ± 4 mV (-75 mV bis -93 mV; n = 155; Abb. 7.1 A).

Die elektrotonischen Eigenschaften wurden nach den in Kapitel 6 beschriebenen Methoden
bestimmt. Der mittlere Eingangswiderstand der Zellen betrug 33 ± 10 MΩ (16 - 62 MΩ;
n = 155; Abb. 7.1 B). Da der genaue Wert erst bei der späteren Auswertung bestimmt
werden konnte, wurde anhand des Spannungssignals auf dem Oszillographen der Eingangs-
widerstand zunächst abgeschätzt und die Messung von Neuronen mit deutlich weniger als
20 MΩ abgebrochen. Nach der genauen Auswertung wurden Zellen mit weniger als 15 MΩ
nachträglich aussortiert. Für die Membranzeitkonstanten des ersten und zweiten Kompar-
timents ergaben sich folgende Werte:

τ0 = 11 ± 2 ms (7 bis 18 ms)
τ1 = 2 ± 1 ms (1 bis 4 ms)

Und nach Gleichung 6.6 folgt daraus für die elektrotonische Länge L:

L = 1.49 ± 0.31 ms (0.71 bis 2.34)

Die untersuchten Neurone waren also zumeist elektrotonisch nicht kompakt.

65
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Abbildung 7.1: Die Werte der elektrotonischen Eigenschaften waren normalverteilt.
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7.1.2 Strom-Spannungs-Kennlinie (I-V-Beziehung)

Die Strom-Spannungs-Kennlinie aller Zellen zeigte den für neokortikale Neurone typischen,
nichtlinearen Verlauf. Dieses nicht-Ohmsche Verhalten der Leitfähigkeit bzw. des apparen-
ten Widerstands der Zellen wird Gleichrichtung oder Rektifikation genannt und ist sowohl
in de- wie in hyperpolarisierender Richtung zu beobachten (Abb. 7.2). Ursache hierfür
sind spannungsabhängige Ionenkanäle1, die für das dynamische elektrische Verhalten der
Neuronen verantwortlich sind.

Abbildung 7.2: Die Strom-Spannungs-Kennlinie neokortikaler Neurone weicht in de- und hyper-
polarisierender Richtung vom Ohmschen Verlauf ab.

7.1.3 Entladungsverhalten

Sehr einheitlich zeigte sich das Verhalten der Neurone auf überschwellige Stimulationen
durch Strominjektion (Abb. 7.3 A). Die Entladungsfrequenz fiel von anfänglich hohen
Werten (100 bis 150 Hz) rasch ab und erreichte einen deutlich niedrigeren, konstanten
Wert von 3 - 18 Hz, der von der Stimulationsstärke abhing (Abb. 7.3 B). Dieses Verhalten
wird Adaptation genannt und ist charakteristisch für regulär entladende Neurone, wie in
Kapitel 6 beschrieben wurde.

1v.a. Natriumkanäle in depolarisierender und Kir-Kanäle in hyperpolarisierender Richtung [161].
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A B
Abbildung 7.3: Das Entladungsverhalten neokortikaler Zellen (A) zeigte die für regulär entla-
dende Neuronen typische Frequenzadaptation (B).

7.1.4 Morphologie

Zur Untersuchung der Lage und Gestalt der Neurone im Schnittpräparat wurden 80 Zellen
mit Biocytin, wie in Kapitel 6.8.4 beschrieben, gefärbt. Die so markierten Zellen zeigten
die für Neurone der Schicht II/III des frontalen Kortex charakteristische Pyramidengestalt
mit deutlichem apikalen Dendriten (Abb. 7.4).

Abbildung 7.4: Mit Biocytin gefärbte Pyramidenzelle der Schicht II/III (frontaler Kortex).
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7.2 Frequenzanalyse

7.2.1 Optimierung der Versuchsparameter

Die Datenanalyse wurde nach der in Kapitel 6.9.4 vorgestellten Methodik durchgeführt.
Zur Optimierung der Auswertbarkeit der so gewonnenen Fourier-Spektren war zunächst die
Bestimmung von geeigneten Versuchsparametern notwendig. Da für die Qualität der Quan-
tifizierung das spektrale Auflösungsvermögen von entscheidender Bedeutung ist, mußte die
Aufnahmedauer möglichst groß gewählt werden2. Abbildung 7.5 zeigt die Verbesserung
der Auflösung eines Impedanzspektrums durch die Verdopplung der Aufnahmedauer von
10 Sekunden (∆f = 0.1 Hz) auf 20 Sekunden (∆f = 0.05 Hz).

Abbildung 7.5: Verbesserung des Auflösungsvermögens durch Verlängerung der Aufnahmedauer.
Dem 10 s-Spektrum wurde zur besseren Vergleichbarkeit eine Konstante hinzu addiert.

Da sich das tatsächliche Auflösungsvermögen durch Störungen (Rauschen, Fensterung etc.)
normalerweise um den Faktor 2 - 10 zum theoretischen Auflösungsvermögen verschlech-
tert, mußte für eine gewünschte Genauigkeit von ± 0.1 Hz die Aufnahmedauer mindestens
20 Sekunden betragen. Eine Aufnahmedauer von 20 Sekunden war gleichzeitig das tech-
nische Limit3 für unsere Messungen, da zusätzlich auch auf eine ausreichende Digitalisie-
rungsfrequenz geachtet werden mußte, um Aliasing zu verhindern.

Auch die Art der Stimulation kann für die Qualität der Impedanzuntersuchungen wichtig
sein. Theoretische Grenzen liefert dabei, wie bereits beschrieben, vor allem die Stimu-
lationsamplitude, die auch bei depolarisierten Haltepotentialen im Bereich von ± 5 mV
bleiben sollte. Abbildung 7.6 zeigt, daß die Stimulation mit einer möglichst großen Strom-
stärke, die diese Bedingung noch erfüllt, die Auswertbarkeit der Spektren verbessert.

2vgl. Kapitel 6.9
3Aufgrund der beschränkten Kapazität der A/D-Wandlersoftware (vgl. Kap. 6.7)
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Abbildung 7.6: Die Qualität der Spektren nimmt mit der Stimulationsstromstärke zu.

Bei der Durchführung der Versuche wurde daher für jede Zelle die maximale Stromstärke
im Bereich von 0.05 bis 0.15 nA gewählt, so daß die Linearitätsbedingung noch erfüllt
blieb. Es konnte dabei auch vorkommen, daß bei Haltepotentialen von -65 mV die Span-
nungsantwort mehr als 5 mV erreichte. Dies wurde toleriert, wenn gewährleistet blieb, daß
das Membranpotential die Entladungsschwelle nicht überschritt.

Um den Einfluß der Form des Wechselstroms zu überprüfen, wurden Messungen mit li-
nearem oder logarithmischem Anwachsen bzw. Abfallen der Stimulationsfrequenz durch-
geführt. Dabei zeigte sich, daß die Form des Signals keinen Einfluß auf den Impedanz-
verlauf hatte (Abb. 7.7 A). Die technische Ungenauigkeit des Frequenzgenerators beim
Ausschwingprozess führte allerdings bei Umkehrung der Frequenzrichtung zu Problemen
bei Frequenzen unter 1 Hz (Abb. 7.7 B). Abbildung 7.8 zeigt, daß der Generator am Ende
des Stimulationszyklus bereits etwas vor der eingestellten Endfrequenz das Signal aus-
blendet, wodurch es zu Ungenauigkeiten im Impedanzspektrum bei niedrigen Frequenzen
kam (Pfeile in Abb. 7.7 und 7.8). Da dieser untere Frequenzbereich für die quantitative
Analyse der Impedanzresonanz sehr wichtig ist, wurden zur Vermeidung des Problems die
Untersuchungen mit ansteigender Stimulationsfrequenz durchgeführt.

Aus den vorgestellten Untersuchungen wurden folgende Versuchsparameter als optimal
bewertet und für die Messungen verwendet:

• Aufnahmedauer : 20 Sekunden

• linearer Frequenzanstieg

• Frequenzen : 0.1 - 30 Hz

• Stimulationsamplitude : 0.15 nA

Die analysierten Frequenzspektren der Membranpotentialoszillationen und der Impedanz-
resonanz setzen sich aus drei Einzelmessungen zusammen, die gemittelt und zur besseren
graphischen Darstellung mit einer 5-Punkt-Binominalfilterung geglättet wurden.
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A. Frequenzanstieg B. Frequenzrichtung

Abbildung 7.7: Die Form des Stimulationstroms hat prinzipiell keinen Einfluß auf die Membran-
impedanz. Technische Einschränkungen bei der Frequenzgenerierung führten allerdings zu Proble-
men bei Frequenzen < 1 Hz (→ in B und Abb. 7.8).

A. Frequenzrichtung absteigend B. Frequenzrichtung aufsteigend

Abbildung 7.8: Der Funktionsgenerator konnte nicht alle Frequenzen gleichmäßig stark ausgeben.
Vor allem der Ausschwingvorgang führt zu einer Unterrepräsentierung der eingestellten Endfre-
quenzen. Die Pfeile markieren das jeweilige Zyklusende.
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7.2.2 Die Unterschwelligkeitsbedingung

Wiederholt wurde bereits die Notwendigkeit betont, daß die Analyse der Membranpoten-
tialoszillationen und der Membranimpedanz im unterschwelligen Potentialbereich durch-
geführt werden müssen. Abseits von theoretischen Überlegungen sollen im Folgenden die
konkreten Schwierigkeiten und Probleme, die bis zur Verfälschung der Ergebnisse führen
können, erörtert werden.
Das Auslösen eines Aktionspotentials während der Aufnahme von spontanen Membranpo-
tentialoszillationen führte im Amplitudenspektrum der Fourier-Transformierten zu einer
Welligkeit und einem verstärkten Rauschteppich bei allen Frequenzen (Abb. 7.9).

A B
Abbildung 7.9: A. Aufnahmen von MPO in einer Zelle mit (unten) und ohne (oben) Aktions-
potentiale. B. Entsprechende FFT- Spektren.

Diese Probleme gehen auf die Eigenschaften der Fourier-Transformation zurück. Vergleicht
man die Aufnahmen mit und ohne Entladungen miteinander, wird deutlich, daß das Rau-
schen den Frequenzbereich der Oszillationen im Spektrum so überlagerte, daß eine Aus-
wertung stark erschwert oder sogar verhindert wurde. Ähnliche Probleme gab es beim
Auftreten von Aktionspotentialen während der Stimulation zur Impedanzuntersuchung
der Zellen, wie in Abbildung 7.10 zu sehen ist. Auch hier hatten Entladungen eine Wel-
ligkeit und ein vergrößertes Rauschen im Impedanzspektrum zur Folge. Dramatische Aus-
wirkungen, die letztendlich das Ergebnis einer Resonanzuntersuchung verfälschen würden,
hatten nun aber die Nachhyperpolarisationen der Entladungen. Dadurch wurden die in-
duzierten Potentialveränderungen der nachfolgenden Frequenzen4 deutlich reduziert oder
sogar unterdrückt. Im Impedanzspektrum äußerte sich dies in einem Einbruch der Ampli-
tuden der entsprechenden Frequenzen. So entstand der Eindruck einer Resonanz in einem,
verglichen mit der Messung ohne störende Entladung, deutlich erhöhten Frequenzbereich
(Abb. 7.10 B). Ohne Berücksichtigung dieser Problematik könnte leicht eine starke Span-
nungsabhängigkeit der Resonanzfrequenz festgestellt werden.

4Die Stimulationsfrequenz steigt ja linear mit der Zeit an
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A B
Abbildung 7.10: A. Aufnahme der induzierten Potentialveränderung mit Aktionspotentialen
(MP: -65 mV). B. Neben dem vergrößerten Rauschen erscheint die Resonanzfrequenz (Pfeile)
der Aufnahme von (A) deutlich größer als in einer Aufnahme ohne Aktionspotentiale.

Diese Beispiele zeigen deutlich, wie wichtig gerade für quantitve Analysen von Membran-
potentialoszillationen und der Impedanzresonanz das strenge Einhalten der Unterschwel-
ligkeitsbedingung ist.
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7.3 Methoden zur Quantifizierung
Zur Quantifizierung der Membranpotentialoszillationen und der Impedanzresonanz ist es
notwendig charakteristische Werte, die beide Phänomene hinreichend gut beschreiben, zu
definieren und diese aus den Amplituden- bzw. Impedanzspektren zu extrahieren. Für
die Membranpotentialoszillationen stellen solche Werte die Oszillationsfrequenz fS

max und
die Breite des Frequenzpeaks fS

B (Abb. 7.11 A) dar. Die Impedanzresonanz wurde mit
folgenden Punkten charakterisiert (Abb. 7.11 B):

Maximaler Impedanzwert : Zmax

Resonanzfrequenz : f(Zmax) = fR
max

Impedanzwert bei 0 Hz : Z0

Impedanzwert bei 30 Hz : Z30

Breite der Resonanz („Resonanzschärfe“) : fR
B = |f(Z = Z0)|

A. Membranpotentialoszillationen B. Impedanzresonanz

Abbildung 7.11: Definition der charakteristischen Werte.

Koch [80] gibt die Qualität der Resonanz durch den Quotienten von Zmax/Z0 an. Zur
besseren graphischen Darstellung soll für diese Arbeit folgende Modifikation des Quali-
tätsfaktors verwendet werden (Q-Wert):

Q =

(
Zmax

Z0

− 1

)
· 100 (7.1)

Der Q-Wert entspricht so dem Anstieg der Impedanz vom Gleichstromwert (Z0) auf den
maximalen Wert (Zmax) in Prozent und somit der maximalen Impedanzzunahme aus der
„Ruhelage“. Der Qualitätsfaktor und die Resonanzschärfe (fR

B ) können als Maße für die
Frequenzselektivität des Neurons für unterschwellige elektrische Signale betrachtet wer-
den.
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Beim Auslesen der genannten Daten aus den Spektren werden nun geeignete Modelle ver-
wendet, die den theoretischen Vorstellungen der Membranpotentialoszillationen und der
Impedanzresonenz entsprechen. Die Abbildung 7.11 zeigt, daß die Wertebestimmung ohne
Modellanpassung recht willkürlich und dementsprechend ungenau verlaufen muß. Gera-
de die Amplitudenspektren der Membranpotentialoszillationen sind aufgrund ihres relativ
großen Rauschhintergrunds schwer auswertbar. Zur Eliminierung dieses Rauschteppichs
wurde folgende Methode angewendet:
Wie in Kapitel 5 beschrieben wurde, folgt das Membranrauschen theoretisch einem 1/fn-
förmigen Verlauf. Die Überprüfung dieser Vorhersage anhand der gemessenen Spektren er-
brachte eine ausgezeichnete Übereinstimmung mit dem theoretischen Verlauf (Abb. 7.12).

Abbildung 7.12: Das Amplitudenspektrum des Membranrauschens kann mit einer 1/fn-Funktion
angenähert werden (MP : -65 mV).

Die Einpassung einer 1/fn-förmigen Funktion in ein Spektrum, das Oszillationsamplitu-
den enthält, führt zu einer ähnlich guten Übereinstimmung bei allen Frequenzen außer
in dem Bereich, der die Membranpotentialoszillationen repräsentiert (Abb. 7.13 A). Die
Differenz aus der Messung und dem eingepassten Graphen entspricht so hauptsächlich
der Fourier-Transformierten der Oszillationen5 ohne dem störendem Rauschhintergrund
(Abb. 7.13 B). Da die Bedingungen während einer Messung konstant blieben, wurde die
Verteilung der Oszillationsamplituden über die Frequenz als gaußförmig angenommen:

A(x) = K0 + K1 · exp−
(

x−K2

K3

)2

(7.2)

mit: K0 : Nullpunktsausgleich K2 : fS
max

K1 : Amplitude K3 : fS
B

2

Mit Hilfe der Gleichungskonstanten konnten die gewünschten Datenpunkte unabhängig
von willkürlicher Interpretation gewonnen werden.

5gilt aufgrund der Linearität der Fourier-Transformation
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A. Amplitudenspektrum von MPO
(MP: -56 mV) mit 1/fn- Fit.

B. Residuum der beiden Graphen in (A) mit
stark reduziertem Rauschen.

Abbildung 7.13: Methode zur quantitativen Analyse der MPO.

Diese Methode der 1/fn-Anpassung war bis zu fS
max-Werten von circa 1 Hz sehr zuverlässig.

Membranpotentialoszillationen von unter 1 Hz lassen sich aber auch mit dieser Methode
nicht mehr sauber vom stark anwachsenden Rauschhintergrund trennen und wurden da-
her in den Auswertungen nicht berücksichtigt. In Kapitel 5 wurde für den Exponenten
n der 1/fn-Funktion ein Wert von 0.5 theoretisch vorhergesagt. In Tabelle 7.1 sind die
Exponenten für Aufnahmen bei verschiedenen Membranpotentialen zu sehen:

Membranpotential Kontrolle TTX Neuronenzahl
RMP ( -83 mV) : 0.331 ± 0.061 0.340 ± 0.087 56

-70 mV : 0.438 ± 0.082 0.443 ± 0.109 56
-65 mV : 0.462 ± 0.071 0.455 ± 0.069 56

Schwelle ( -54 mV) : 0.497 ± 0.043 0.507 ± 0.060 56
Schwelle ( -56 mV) : 0.518 ± 0.091 115

Tabelle 7.1: Werte des Exponenten n für Messungen bei unterschiedlichem Membranpotential
unter Kontrollbedingungen und nach Applikation von TTX.

Es zeigte sich eine Spannungsabhängigkeit der n-Werte, wobei Depolarisation des Mem-
branpotentials zu einem Anstieg des Exponenten führte. Insbesondere bei stark depola-
risierten Potentialen war der experimentell gefundene Wert praktisch identisch mit der
theoretischen Vorhersage, was als weiteres Indiz für die Gültigkeit des elektrischen Äqi-
uvalenzschaltkreismodells gesehen werden kann. In den selben Zellen wurden die Mem-
branpotentialoszillationen auch pharmakologisch unterdrückt6. Die Exponentenwerte der
zugehörigen 1/fn-Funktionen sind nicht signifikant verschieden von den Kontrollmessun-
gen (Tab. 7.1), was beweist, daß die Funktionsanpassung an die gemessenen Spektren nicht
von den Oszillationsamplituden gestört wird.

6durch TTX-Applikation; vgl. Abbildung 7.25
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Zur Bestimmung der Resonanzwerte aus den Impedanzspektren wurde in einem ersten
Ansatz der RrLC-Äquivalenzschaltkreis als vereinfachtes Modell für die Übertragungs-
funktion einer linearisierten Neuronenmembran zugrunde gelegt. Die Impedanzfunktion
dieses Modells lautet7:

|Z(ω)|2 = R2 · r2 + ω2 · L2

(CRL)2 · ω4 + (L2 + C2R2r2 − 2CR2L) · ω2 + (R + r)2 (7.3)

Diese Funktion wurde allen gemessenen Impedanzspektren (ca. 1000) angepasst. Trotz
der starken Reduktion der Komplexität durch dieses vereinfachende Modell zeigte sich
bei etwa einem Drittel der Spektren mit Impedanzresonanz eine sehr gute Übereinstim-
mung (Abb. 7.14 A). In einer Reihe anderer Spektren führte die Modellanpassung zu
unterschiedlich starken Abweichungen von den Meßdaten (Abb. 7.14 B). Dabei war die
Qualität der Übereinstimmung hauptsächlich von der Resonanzfrequenz und -breite (fR

max

und fR
B ) abhängig8.

A B
Abbildung 7.14: A. Der Impedanzverlauf wurde vom Äquivalenzmodell sehr gut beschrieben. B.
Das Äquivalenzmodell beschrieb das Impedanzverhalten der Zelle nur ungenügend. Eine Polyno-
mialangleichung repräsentiert auch diese Spektren ausreichend genau.

Um nicht auf diese Werte für die Auswertung verzichten zu müssen, wurden die Spek-
tren zusätzlich mit einer nicht-modellbasierten Funktion - einem Polynom 9ten Grades -
gefittet (Abb. 7.14) und aus den resultierenden Funktionsgraphen die charakteristischen
Resonanzwerte aus den Impedanzspektren entnommen.

7Herleitung und Definitionen in Kapitel 3.2.7 Gleichung 3.40
8je größer die Werte, umso schlechter die Übereinstimmung
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7.4 Impedanzresonanz und Potentialoszillationen

7.4.1 Impedanzresonanz

Die Impedanzuntersuchungen wurden für jedes Neuron bei drei verschiedenen Membranpo-
tentialen durchgeführt, um die charakteristischen Resonanzwerte auf eine mögliche Span-
nungsabhängigkeit zu überprüfen. Gemessen wurde beim jeweiligen Ruhemembranpoten-
tial des Neurons und bei depolarisierten Membranpotentialen von -70 mV und -65 mV.
Insgesamt gelangten die Resonanzwerte von 145 Neuronen, die die geschilderten Bedin-
gungen erfüllten, in die Auswertung. Abbildung 7.15 zeigt die Impedanzspektren eines
Neurons bei den drei Meßpotentialen.

Abbildung 7.15: Die Impedanzspektren waren bei Frequenzen < 15 Hz spannungsabhängig.

Tatsächlich sind die Impedanzwerte bei 30 Hz (Z30) nicht signifikant spannungsabhängig:

RMP : 17 ± 7 MΩ
-70mV : 18 ± 10 MΩ (p=0.218)
-65mV : 19 ± 11 MΩ

Die Konvergenz der Impedanz gegen einen konstanten Wert ergibt sich aus dem passiven
RC-Modell9. Allerdings konnte keine signifikante Korrelation zwischen der passiven Mem-
branzeitkonstanten (τ0) und ZRMP

30 festgestellt werden (p = 0.108). Dagegen bestätigte
sich der Zusammenhang zwischen Eingangswiderstand (Rn) und ZRMP

30 (Abb. 7.18).
Als Kriterium für das Auftreten von Resonanz in den Impedanzspektren gilt ein Q-Wert
von > 0. Die Häufigkeit des Auftretens von Impedanzresonanz in den Zellen war signifikant
spannungsabhängig (Abb. 7.16). Depolarisation vom Ruhepotential auf -70 mV führte in
mehr als doppelt so vielen Neuronen zu resonantem Impedanzverhalten, so daß sich nur
7 % der untersuchten Zellen als nicht-resonant erwiesen haben.

9nach Hutcheon et al. [60, 59]
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Abbildung 7.16: Die Nachweisbarkeit von Impedanzresonanz nimmt durch Depolarisation zu
(39 % der Zellen bei RMP; 93 % bei -65 mV). Spontane Membranpotentialoszillationen konnten
in 86 % der Zellen gefunden werden.

Dabei nahm die Qualität der Resonanz (Q-Wert) sukzessive mit Depolarisation zu, wie
bereits in Abbildung 7.15 qualitativ zu sehen ist. Diese Zunahme ist statistisch signifikant
und beruht nicht nur auf der geringeren Anzahl nicht-resonanter Spektren (d.h. Q = 0) bei
höheren Membranpotentialen. Im Tabelle 7.2 werden die Qualitätsfaktoren aller Spektren
mit einen Q-Wert > 0 miteinander verglichen.

Q gesamt Q > 0 Signifikanz
(n=145) (n=56) p

RMP: 4 ± 6 9 ± 8
-70mV: 12 ± 11 14 ± 11 p < 1 · 10−4

-65mV: 19 ± 16 21 ± 15

Tabelle 7.2: Spannungsabhängigkeit des Qualitätsfaktors.

Die Werte dieser Auswahl (Q > 0) sind parametrisch verteilt und belegen die spannungs-
abhängige Steigerung der Resonanzqualität. Offensichtlich wirken sich die nichtresonanten
Spektren zwar im absoluten Betrag des Q-Werts aus, die grundsätzliche Abhängigkeit vom
Membranpotential ist aber ein inhärentes Merkmal der Resonanzqualität. Bemerkenswert
war die signifikante Steigerung des Qualitätsfaktors um ca. 50 % nach Depolarisation von
-70 mV auf -65 mV.
Da sich der Qualitätsfaktor aus den Impedanzwerten Z0 und Zmax berechnet, müssen die-
se Werte in unterschiedlicher Weise vom Membranpotential abhängig sein. Sowohl Z0 als
auch Zmax nahmen mit Depolarisation zu. Abbildung 7.17 zeigt, daß beide Werte bei Ru-
hemembranpotential noch fast identisch waren. Dann aber stieg die maximale Impedanz
stärker mit dem Membranpotential an als der Impedanzwert bei 0 Hz, wodurch die Span-
nungsabhängigkeit des Qualitätsfaktors zustande kam.
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Abbildung 7.17: Die Differenz zwischen Zmax und Z0 nahm mit Depolarisation zu.

Theoretisch sollte der Z0-Wert bei Ruhemembranpotential mit dem Eingangswiderstand
Rn identisch sein. Tatsächlich korrelierten die Werte stark miteinander, unterschieden sich
aber signifikant in ihrem Betrag (Abb. 7.18):

Rn[MΩ] Z0
RMP [MΩ] Korrelationsfaktor gepaarter t-Test n

34 ± 13 36 ± 14 p¿1·10−4 p¿1·10−4 145

Abbildung 7.18: Der Eingangswiderstand korreliert stark mit dem Z0
RMP -Wert.
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Die Ursache für diese Abweichung liegt in der Meßtechnik zur Bestimmung des Eingangs-
widerstands Rn. Beim Kapazitätsabgleich wird systematisch ein etwas zu großer Teil der
Strompuls-induzierten Spannungsveränderung10 dem kapazitiven Verhalten der Membran
zugesprochen („Überkompensation“). Dadurch reduziert sich der Spannungsbetrag, der in
die Ohmsche Gleichung zur Eingangswiderstandsbestimmung eingeht, was dann zu einer
Unterschätzung des tatsächlichen Wertes führt. An diesem Ergebnis zeigt sich die hohe
Zuverlässigkeit und Qualität der verwendeten Methode zur Impedanzbestimmung.

Ein sehr wichtiges Charakteristikum der Impedanzresonanz von Neuronen ist die Reso-
nanzfrequenz fR

max. Die Werte sind normalverteilt und liegen im Bereich von 0.5 bis 6.5 Hz.
Die Durchschnittswerte sind in Tabelle 7.3 angegeben und in Abbildung 7.19 aufgetragen.

fR
max[Hz] fR

B [Hz]
RMP: 2.0 ± 0.8 5.3 ± 2.4

-70mV: 1.9 ± 0.7 5.0 ± 2.4
-65mV: 2.2 ± 1.0 5.4 ± 2.6

Tabelle 7.3: Resonanzfrequenz und Resonanzbreite bei allen Meßpotentialen.

Abbildung 7.19: Resonanzfrequenzen bei den drei Meßpotentialen.

Die Spannungsabhängigkeit der Resonanzfrequenz ist ein kontrovers diskutiertes Problem.
Einige experimentelle Untersuchungen sehen eine lineare Abhängigkeit der Resonanzfre-
quenz vom Membranpotential, obwohl der Zusammenhang nach theoretischen Überlegun-
gen sehr viel komplizierter sein mußte11. Eine Varianzanalyse der gemessenen Resonanz-
frequenzen ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei Meßpotentialen. Das
schließt jedoch eine evtl. kompliziertere Spannungsabhängigkeit der Werte nicht aus, da

10vgl. Kap. 6
11vgl. Kap. 3.2.7
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ein Vergleich von jeweils nur zwei Meßpunkten einen signifikanten Anstieg der Resonanz-
frequenz zwischen -70 mV und -65 mV feststellte. Für die Resonanzbreite ergaben sich die
gleichen Zusammenhänge wie für die Resonanzfrequenz (vgl. Tabelle 7.4).

Signifikanztests fR
max fR

B

t-Tests: RMP ←→ -70mV: p>0.1 p>0.1
RMP ←→ -65mV: p>0.1 p>0.1

-70mV ←→ -65mV: p<1·10−4 p=0.008

Varianzanalyse für 3 Meßpunkte: p>0.1 p>0.1

Tabelle 7.4: Spannungsabhängigkeit der Resonanzfrequenz und Resonanzbreite.

Aus dem in Kapitel 3 diskutierten Äquivalenzschaltkreismodell (RrLC-Modell) gehen wei-
tere Zusammenhänge hervor, die anhand der Messungen überprüft werden konnten:
Die Resonanzfrequenz folgte dem Eingangswiderstand und mit ihm dem Z0-Wert in in-
direkter Proportionalität (Abb. 7.20), was den theoretischen Vorhersagen entspricht. Da-
gegen konnte keine Korrelation zwischen der Resonanzfrequenz und der Membranzeitkon-
stanten nachgewiesen werden.

Abbildung 7.20: Die Resonanzfrequenz ist indirekt proportional zum Eingangswiderstand.
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7.4.2 Spontane unterschwellige Membranpotentialoszillationen

Spontane Membranpotentialoszillationen konnten nur nach Depolarisation des Membran-
potentials bis unmittelbar an die Entladungsschwelle der Neurone beobachtet werden. Die
Oszillationen setzen dabei in einem sehr engen Membranpotentialbereich ein, wobei die Os-
zillationsamplitude nicht mit zunehmender Depolarisation anwuchs, sondern sehr konstant
≤ ± 3 mV war (Abb. 7.21). Nur die Häufigkeit, mit der Membranpotentialoszillationen im
Verlauf der Aufnahme beobachtet werden konnten, stieg innerhalb eines geringen Span-
nungsbereiches (3 - 4 mV) bis zum Erreichen der Entladungsschwelle an.

A. Aufnahme des Membranpotentials bei
-65 mV.

B. Aufnahme des Membranpotentials bei
-59 mV.

Abbildung 7.21: Entstehung von Membranpotentialoszillationen innerhalb weniger
Millivolt Spannungsdifferenz. (A) Das Membranpotential zeigte nur zufällige Spannungs-
fluktuationen. (B) Die Membranpotentialoszillationen sind deutlich zu erkennen.

Von 115 Zellen, die bis an die Aktionspotentialschwelle depolarisiert wurden, zeigten 99
spontane Spannungsoszillationen (86 %; siehe Abb. 7.16). Das Membranpotential, bei dem
Oszillationen auftraten, lag zwischen -60 mV und -50 mV (-56 ± 3 mV ; n = 99). Da also
das Potentialfenster, in dem die Oszillationen beobachtet werden konnten, nur wenige Mil-
livolt betrug, war keine Untersuchung einer Spannungsabhängigkeit der charakteristischen
Werte in einzelnen Zellen möglich.
Beim Vergleich zwischen verschiedenen Neuronen war keine Abhängigkeit der Oszillati-
onsfrequenz vom Membranpotential zu finden (Abb. 7.22). Die Werte lagen normalverteilt
zwischen 1.3 Hz und 14.1 Hz mit einer durchschnittlichen Frequenz von 4.3 ± 2.8 Hz.
Auch die Oszillationsbreite zeigte keine Spannungsabhängigkeit und hatte einen Durch-
schnittswert von 5.8 ± 3.4 Hz (1.2 Hz bis 21.2 Hz). Da der Eingangswiderstand nicht
explizit an der Entladungsschwelle gemessen worden ist, soll nur erwähnt werden, daß eine
Korrelation zwischen dem Z0-Wert12 und der Oszillationsfrequenz bzw. -breite bestand,
die, genauso wie bei der Resonanzfrequenz, eine indirekte Proportionalität aufwies.

12v.a. bei -65 mV
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A. Die Oszillationsfrequenzen aller
Messungen.

B. Die Frequenzwerte waren normalverteilt mit
einem Mittelwert von 4.3 ± 2.8 Hz.

Abbildung 7.22: Frequenzen der Membranpotentialoszillationen.

In einer Versuchsreihe mit 14 Neuronen wurden die Zellen für mehr als 20 Sekunden stark
überschwellig depolarisiert, so daß sie repetitive Entladungen zeigten. Anschließend wur-
den sie wieder unter das Schwellenpotential repolarisiert. Dieses Vorgehen hatte keinen
Einfluß auf das unterschwellige Oszillationsverhalten oder die charakteristischen Oszillati-
onswerte dieser Zellen.

7.4.3 Vergleich beider Phänomene

Da sowohl die spontanen Membranpotentialoszillationen als auch die Impedanzresonanz
in den Neuronen gemeinsam gemessen wurden, können nun die Charakteristika beider
Phänomene miteinander verglichen werden.

Wegen der Spannungsabhängigkeit des Auftretens der Impedanzresonanz hatten Zellen
mit Membranpotentialoszillationen oft keine resonanten Impedanzspektren bei Ruhemem-
branpotential. Allerdings ergab auch ein Vergleich zwischen den Resonanzmessungen bei
-65 mV und dem Oszillationsverhalten dieser Neurone in 13 von 115 Zellen ein unterschied-
liches Verhalten. 7 Zellen waren resonant, ohne daß bei ihnen unterschwellige Oszillationen
des Membranpotentials gefunden werden konnten und in 6 Zellen wurden Membranpoten-
tialoszillationen gemessen, ohne Resonanz im Impedanzspektrum zu zeigen. Dennoch blieb
dieser Unterschied knapp über der Signifikanzgrenze (McNemar-Test : p = 0.052), kann
aber als tendentiell verschieden bezeichnet werden13.
Dagegen war das Ergebnis beim Vergleich der Frequenzwerte beider Phänomene eindeu-
tig: Sowohl die Resonanzfrequenz fR

max, als auch die Resonanzschärfe fR
B waren bei allen

Meßpotentialen signifikant verschieden (t-Test : p > 0.1) von den Oszillationsfrequenzen
fS

max und fS
B , wenngleich die Resonanz- und Oszillationsfrequenzen miteinander direkt

proportional korrelieren (Korrelationsfaktor : p = 0.022; Abb. 7.23).
13vgl. Kap. 6.10
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Abbildung 7.23: Die Oszillationsfrequenz verhält sich proportional zur Resonanzfrequenz.

7.5 Generierungsmechanismen und Modulation

7.5.1 Blockierung der synaptischen Transmission

Zur Überprüfung des Netzwerkeinflusses auf die Membranpotentialoszillationen und der
Impedanzresonanz von Neuronen wurde in 34 Zellen die GABAerge und glutamaterge syn-
aptische Transmission mit Hilfe von spezifischen Rezeptorantagonisten (CNQX; APV; Bi-
cucullin; CGP35348) unterbunden. In 5 Zellen wurde außerdem der A1- Adenosin-Rezeptor
pharmakologisch durch DPCPX blockiert. Die elektrotonischen Charakteristika der insge-
samt 39 Neurone wurden durch diesen Substanzcocktail nicht beeinflußt. Es konnte auch
keine veränderte Häufigkeit beim Auftreten von Resonanz oder Oszillationen festgestellt
werden und auch die Impedanzspektren blieben praktisch unverändert. So waren schließ-
lich keine signifikanten Unterschiede der wichtigsten Parameter beider Phänomeme zu
beobachten (Abb. 7.24 und Tab. 7.5).

(n=39) Kontrolle Syn. Block Signifikanz
RMP 2.3 ± 1.0 Hz 2.2 ± 1.0 Hz

fR
max -70mV 2.1 ± 0.8 Hz 2.1 ± 0.8 Hz p>0.1

-65mV 2.2 ± 1.1 Hz 2.4 ± 1.0 Hz

fS
max 3.5 ± 1.2 Hz 4.1 ± 1.1 Hz p>0.1

Tabelle 7.5: Applikation synaptischer Rezeptorantagonisten. Weder die Resonanz- noch
die Oszillationsfrequenzen wurden signifikant verändert.
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A. Strom-Spannungs-Kennlinien B. Impedanzspektren

C. Resonanz- und Oszillationshäufigkeiten D. Qualitätsfaktoren

Abbildung 7.24: Applikation synaptischer Rezeptorantagonisten.

7.5.2 Spannungsabhängige Natriumkanäle

Der Einfluß von spannungsabhängigen Natriumkanälen wurde in 88 Neuronen durch Ap-
plikation von Tetrodotoxin untersucht, wobei in 49 Zellen TTX als erste Substanz oder
nach Zugabe der Rezeptorantagonisten auf seine Wirkung hin analysiert wurde.

TTX führte zu einem Ausbleiben von Aktionspotentialen auf zuvor überschwellige Strom-
pulse und machte sich in einer charakteristischen Veränderung des Rektifikationsverhaltens
der Zellen bei Depolarisation in der Strom-Spannungs-Kennlinie bemerkbar (Abb. 7.25A).
Außerdem kam es zu einer geringfügigen Zunahme des Eingangswiderstands von 39± 14 MΩ
auf 43 ± 17 MΩ (t-Test : p = 0.008; n = 49) und einer leichten Hyperpolarisation des
Ruhemembranpotentials von -82 ± 5 mV auf -84 ± 6 mV (t-Test : p = 0.001; n = 49).
Die anderen elektrotonischen Eigenschaften blieben unverändert.
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A. Strom-Spannungs-Kennlinien B. Impedanzspektren

C. Resonanz- und Oszillationshäufigkeiten D. Qualitätsfaktoren

Abbildung 7.25: Applikation von Tetrodotoxin (TTX).

Die Impedanzuntersuchungen in Gegenwart von TTX ergaben vor allem Veränderungen
bei Membranpotentialen positiv von -70 mV. Sowohl die Häufigkeit des Auftretens als
auch die Qualität der Resonanz nahmen erst bei einem Meßpotential von -65 mV deutlich
ab (Abb. 7.25 C und D). Nach der Varianzanalyse des Qualitätsfaktors verlor der Q-Wert
durch diese Reduktion bei depolarisierten Membranpotentialen sogar seine ursprüngliche
Spannungsabhängigkeit (p > 0.01) und blieb bei einem Wert von ca. 10 konstant bei allen
Meßpotentialen. Die Unterdrückung der Spannungsabhängigkeit der Impedanzwerte ist
bereits qualitativ in den Impedanzspektren zu sehen (Abb. 7.25 B). Nur die Impedanz bei
30 Hz (Z30-Wert) wurde bei keinem Meßpotential, im Vergleich zu den Kontrollmessungen
signifikant verändert.
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Die Resonanzfrequenz und Resonanzbreite blieben ähnlich wie die Impedanzwerte bei
negativeren Meßpotentialen unverändert. Erst die Depolarisation auf -65 mV führten zu
einer signifikanten Reduktion der Resonanzfrequenz um -6 ± 24 %, so daß die zuvor unter
Kontrollbedingungen beobachtete Frequenzerhöhung zwischen -70 mV und -65 mV auf-
gehoben wurde. Die Resonanzbreite zeigte nur tendentiell eine Reduktion ihres Wertes
bei depolarisierten Meßpotentialen. In Tabelle 7.6 werden die wichtigsten Ergebnisse der
Impedanzmessungen noch einmal zusammengefaßt.

(n=49) Kontrolle TTX Signifikanz
RMP 41 ± 14 MΩ 45 ± 17 MΩ p=0.025

Z0 -70mV 61 ± 22 MΩ 61 ± 22 MΩ p>0.1
-65mV 77 ± 28 MΩ 68 ± 26 MΩ p<1·10−4

RMP 43 ± 16 MΩ 47 ± 20 MΩ p=0.018
Zmax -70mV 68 ± 24 MΩ 67 ± 25 MΩ p>0.1

-65mV 90 ± 33 MΩ 73 ± 28 MΩ p<1·10−4

RMP 2.0 ± 0.9 Hz 1.9 ± 0.9 Hz p>0.1
fR

max -70mV 1.9 ± 0.7 Hz 1.9 ± 0.7 Hz p>0.1
-65mV 2.2 ± 1.0 Hz 2.0 ± 0.9 Hz p=0.040

RMP 5.3 ± 2.4 Hz 4.8 ± 2.5 Hz p>0.1
fR

B -70mV 4.9 ± 1.9 Hz 4.7 ± 2.0 Hz p>0.1
-65mV 5.3 ± 2.5 Hz 4.7 ± 2.2 Hz p=0.052

Tabelle 7.6: Applikation von TTX. Nach Depolarisation auf -65mV waren die charakteristi-
schen Resonanzwerte im Vergleich zu den Kontrollwerten reduziert.

Obwohl das Resonanzverhalten der Neurone allgemein abgeschwächt wurde, konnte die
Blockierung der spannungsabhängigen Natriumkanäle die Impedanzresonanz nicht unter-
drücken. Dagegen konnten in allen 88 Zellen nach TTX-Applikation keine Membranpoten-
tialoszillationen am ursprünglichen Schwellenpotential mehr beobachtet werden (Abb. 7.26).
TTX hatte also eine 100 % Wirkung auf diese Oszillationen. Da nun aufgrund des Ausblei-
bens von Aktionspotentialen eine weitere Depolarisation des Membranpotentials möglich
war, wurden 36 Zellen noch bis auf Potentiale von -42 mV bis -22 mV depolarisiert. Fre-
quenzanalysen des Membranpotentials bei solch hohen Haltepotentialen identifizierten in 9
Zellen (25 %) erneute Oszillationen, die offensichtlich TTX-insensitiv waren. Die Oszillati-
onsfrequenzen lagen zwischen 1.7 und 7.4 Hz, also im gleichen Bereich wie die tiefschwelli-
gen, TTX-sensitiven Oszillationen. Die durchschnittliche Frequenz dieser hochschwelligen
Oszillationen betrug 4.8 ± 1.4 Hz (n = 9) mit einer Oszillationsbreite von 5.6 ± 2.6 Hz.
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Abbildung 7.26: Applikation von TTX unterdrückt die Membranpotentialoszillationen.

7.5.3 Spannungsabhängige Calciumkanäle

Der einzige, bei unterschwelligen Membranpotentialen potentiell aktivierte, Calciumkanal
ist der T- Ca2+-Kanal, der durch Applikation von Nickel blockiert werden kann. 10 Neu-
rone wurden daher unter Einfluß von Nickel auf ihr unterschwelliges elektrisches Verhalten
untersucht.

Weder in den elektrotonischen Eigenschaften noch im Impedanzverhalten der Zellen zeig-
ten sich unter Einfluß von Nickel wesentliche Veränderungen der Werte. Das Auftreten
von Resonanz im Impedanzspektrum, genauso wie das der Membranpotentialoszillationen,
wurde von der Blockierung des T- Ca2+-Kanals nicht beeinflußt, so daß alle charakteristi-
schen Oszillations- und Resonanzwerte konstant blieben (Tab. 7.7).

(n=10) Kontrolle Nickel Signifikanz
RMP 6 ± 8 4 ± 3

Q-Wert -70mV 22 ± 13 17 ± 9 p>0.1
-65mV 28 ± 20 27 ± 20

RMP 1.8 ± 0.6 Hz 1.9 ± 0.8 Hz
fR

max -70mV 2.0 ± 0.4 Hz 1.9 ± 0.4 Hz p>0.1
-65mV 2.1 ± 0.8 Hz 2.3 ± 0.8 Hz

fS
max Schwelle 5.4 ± 3.9 Hz 4.3 ± 1.8 Hz p>0.1

Tabelle 7.7: Applikation von Nickel. Alle charakteristischen Werte der Impedanzresonanz und
der Membranpotentialoszillationen bleiben unverändert.
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7.5.4 Spannungsabhängige Kaliumkanäle

Wirkung von TEA

Tetraethylamonium (TEA) gilt als unspezifischer K+-Kanalblocker, mit dessen Hilfe zu-
nächst grob der Einfluß von Kaliumströmen auf das unterschwellige, elektrische Verhalten
der Neurone untersucht werden sollte.

Es zeigte sich, daß unter der Wirkung von TEA nur sehr instabile Messungen, insbe-
sondere in der Nähe der Entladungsschwelle durchgeführt werden konnten. Die Auslösung
eines Aktionspotentials führte dabei zu großen und langanhaltenden Nachhyperpolarisa-
tionen (Abb. 7.27).

Abbildung 7.27: TEA-Applikation führte bei Entladungen zu starken Nachhyperpolarisationen.
Die Pfeile markieren kurze Bereiche mit konstantem Membranpotential.

Dies verhinderte eine vollständige Auswertung, wenngleich durch die Aneinanderrei-
hung von kleinen Ausschnitten aus den Aufnahmen mit nahezu konstantem Membranpo-
tential (Pfeile in Abb. 7.27 und Abb. 7.28 A) mit der 1/fn-Methode dennoch zumindest
die Existenz von Membranpotentialoszillationen im Bereich der Entladungsschwelle nach-
gewiesen werden konnte (Abb. 7.28 B). Auch die Impedanzresonanz wurde durch TEA
nicht wesentlich beeinflußt. Hauptsächlich kam es zu einer Erhöhung der Impedanzgröße
bei Frequenzen unterhalb von 15 Hz bei allen Meßpotentialen.
Allerdings wurden aufgrund der genannten Schwierigkeiten nur bei zwei Zellen TEA appli-
ziert, weshalb hier auch keine quantitativen Aussagen über die Resultate gemacht werden
können. Zur Untersuchung des Kaliumstrombeitrags zu den Membranpotentialoszillatio-
nen und der Impedanzresonanz wurde daher die Wirkung weiterer Kaliumkanalantagoni-
sten analysiert.
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A. Markierte Ausschnitte aus Abb. 7.27. B. FFT-Spektrum von (A) mit 1/fn-Fit.

Abbildung 7.28: Membranpotentialoszillationen bestehen unter TEA-Einfluß weiter.

Wirkung von Barium

Barium gilt ebenfalls als unspezifischer Kaliumkanalblocker, der allerdings nicht auf die
Calcium-abhängigen Kaliumkanäle wirkt. Bei der verwendeten Konzentration (100 µM)
sind vor allem die einwärtsgleichrichtenden Kaliumkanäle (Kir x.x) betroffen, wodurch die
Rektifikation in der Strom-Spannungs-Kennlinie in hyperpolarisierender Richtung aufge-
hoben wurde (Abb. 7.29 A).

Unter Barium-Einfluß konnten in 50 Neuronen stabile intrazelluläre Ableitungen durchge-
führt werden. Bei den untersuchten Zellen bewirkte Barium eine deutliche Depolarisation
des Ruhemembranpotentials und eine signifikante Erhöhung des Eingangswiderstands und
der Membranzeitkonstanten, was dazu führte, daß die Neuronen elektrotonisch kompakter
wurden14 (Tab. 7.8).

(n=34) Kontrolle Barium Signifikanz
RMP -83 ± 4 mV -74 ± 6 mV
Rn 31 ± 8 MΩ 67 ± 13 MΩ p<1·10−4

τ0 11 ± 2 ms 22 ± 4 ms
L 1.51 ± 0.24 1.13 ± 0.21

Tabelle 7.8: Applikation von Barium. Veränderungen der elektrotonischen Eigenschaften der
Neurone durch Barium-Applikation.

14Die elektrotonische Länge L nahm ab
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A. Strom-Spannungs-Kennlinien B. Impedanzspektren

C. Resonanz- und Oszillationshäufigkeiten D. Qualitätsfaktoren

Abbildung 7.29: Applikation von Barium.

Die Impedanzuntersuchungen in 34 Zellen, bei denen Barium als erste Substanz appliziert
wurde, zeigten eine, mit Depolarisation des Meßpotentials deutlich abnehmende Wirkung
von Barium für alle charakteristischen Werte. Bei Ruhemembranpotential steigerte sich
sowohl die Häufigkeit von Impedanzresonanz als auch deren Qualität dramatisch. Da sich
diese Steigerung mit Depolarisation verringerte, bis sie bei einem Meßpotential von -65 mV
nicht mehr signifikant war, kam es zum Teil sogar zu einer Aufhebung der unter Kon-
trollbedingungen charakteristischen Spannungsabhängigkeit des Resonanzverhaltens (vgl.
Abb. 7.29 C und D). Die Impedanzwerte nahmen insbesondere bei Ruhemembranpoten-
tial unter Barium-Einfluß stark zu und führten auch hier zu einer deutlichen Verringerung
der Spannungsabhängigkeit (Abb. 7.29 B und Tab. 7.9). Keine Veränderungen konnten da-
gegen bei den Werten für die Resonanzfrequenzen fR

max und Resonanzbreite fR
B festgestellt

werden.
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(n=34) Kontrolle Barium Signifikanz
RMP 36 ± 2 MΩ 66 ± 3 MΩ p<1·10−4

Z0 -70mV 56 ± 3 MΩ 63 ± 3 MΩ p=0.009
-65mV 72 ± 4 MΩ 70 ± 3 MΩ p>0.1

RMP 37 ± 2 MΩ 72 ± 3 MΩ p<1·10−4

Zmax -70mV 62 ± 3 MΩ 73 ± 3 MΩ p=0.001
-65mV 83 ± 4 MΩ 79 ± 3 MΩ p>0.1

RMP 16 ± 1 MΩ 21 ± 1 MΩ p<1·10−4

Z30 -70mV 17 ± 1 MΩ 19 ± 1 MΩ p=0.010
-65mV 18 ± 1 MΩ 19 ± 1 MΩ p>0.1

Tabelle 7.9: Applikation von Barium. Die Wirkung von Barium auf alle Impedanzwerte nahm
mit Depolarisation ab.

(n=34) Kontrolle Barium Signifikanz
RMP 1.7 ± 0.3 Hz 1.7 ± 0.3 Hz

fR
max -70mV 1.9 ± 0.6 Hz 1.9 ± 0.4 Hz p>0.1

-65mV 2.1 ± 0.9 Hz 2.0 ± 0.4 Hz

RMP 4.3 ± 1.0 Hz 4.2 ± 1.1 Hz
fR

B -70mV 4.7 ± 2.1 Hz 4.8 ± 1.3 Hz p>0.1
-65mV 4.8 ± 2.1 Hz 4.6 ± 1.6 Hz

Tabelle 7.10: Applikation von Barium. Die Resonanzfrequenz und -breite blieben konstant.

Die Wirkung von Barium auf spontane Membranpotentialoszillationen wurde in 20 Neu-
ronen untersucht. Hier konnte keine Veränderung bei der Häufigkeit des Auftretens be-
obachtet werden (Abb. 7.29 C). Allerdings reduzierte sich im Vergleich zu den Kontroll-
messungen die Oszillationsfrequenz signifikant um durchschnittlich 29 ± 20 % nach der
Applikation von Barium. Im Gegensatz zur Modulation der Oszillationsfrequenz blieb die
Oszillationsbreite unverändert (Tab. 7.11).

(n=20) Kontrolle Barium Signifikanz
fS

max Schwelle 5.3 ± 3.1 Hz 3.9 ± 3.1 Hz p=0.010

fS
B Schwelle 6.6 ± 4.4 Hz 6.0 ± 4.8 Hz p>0.1

Tabelle 7.11: Applikation von Barium. Die Oszillationsfrequenz, aber nicht deren Breite,
nahm unter Wirkung von Barium ab.
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Wirkung von Cäsium

Wie Barium wirkt auch Cäsium recht unspezifisch auf Kaliumkanäle. Allerdings blockiert
Cäsium zusätzlich den H-Kationenkanal.

Die Applikation von Cäsium in 21 Zellen als Erstsubstanz bewirkte, ähnlich wie Barium,
eine signifikante Depolarisation des Ruhemembranpotentials und eine leichte Erhöhung
des Eingangswiderstandes und der Membranzeitkonstanten, was wieder zu elektrotonisch
kompakteren Neuronen führte (Tab. 7.12). Allerdings waren die Veränderungen deutlich
geringer als zuvor unter Barium-Einfluß, was sich auch an der weniger stark veränderten
I-V-Kurve zeigt (Abb. 7.30 A). Insgesamt wurden Impedanzmessungen an 62 Neuronen
nach Cs+-Applikation durchgeführt.

A. Strom-Spannungs-Kennlinien B. Impedanzspektren

C. Resonanz- und Oszillationshäufigkeiten D. Qualitätsfaktoren

Abbildung 7.30: Applikation von Cäsium.
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(n=21) Kontrolle Cäsium Signifikanz
RMP -83 ± 4 mV -78 ± 6 mV p<1·10−4

Rn 29 ± 9 MΩ 32 ± 5 MΩ p=0.039
τ0 11 ± 1 ms 14 ± 2 ms p=0.022
L 1.48 ± 0.25 1.26 ± 0.31 p<1·10−4

Tabelle 7.12: Applikation von Cäsium. Veränderungen der elektrotonischen Eigenschaften
der Neurone durch Cäsium-Applikation.

Eine Resonanz im Impedanzspektrum konnte nur noch in einem Bruchteil (< 40 % sie-
he Abb. 7.30 C.) der ursprünglich resonanten Zellen gefunden werden. Die verbleibenden
Resonanzspektren hatten einen stark reduzierten Qualitätsfaktor bei allen Membranpo-
tentialen (Abb. 7.30 D). Die charakteristischen Impedanzwerte Zmax und Z0 nahmen im
Vergleich zu den Kontrollmessungen bei depolarisierten Meßpotentialen ab, so daß der Ver-
lauf der Impedanzspektren nach Cäsium-Applikation vor allem bei Frequenzen < 15 Hz
immer unter dem Kontrollspektrum blieb (Abb. 7.30 B; Tab. 7.13). Die scheinbar stärkere
Reduktion des Zmax-Wertes, verglichen mit dem Z0-Wert, ist hauptsächlich auf die Unter-
drückung des Resonanzverhaltens in vielen Neuronen zurückzuführen15. Mit der Qualität
der noch feststellbaren Resonanzen nahmen auch deren Frequenzen um durchschnittlich
48 ± 36 % (fR

max) beziehungsweise 41 ± 40 % (fR
B ) ab (Tab. 7.13).

(n=21) Kontrolle Cäsium Signifikanz
RMP 31 ± 5 MΩ 33 ± 5 MΩ p>0.1

Z0 -70mV 50 ± 17 MΩ 42 ± 11 MΩ p=0.074
-65mV 59 ± 21 MΩ 48 ± 16 MΩ p=0.015

RMP 32 ± 5 MΩ 33 ± 7 MΩ p>0.1
Zmax -70mV 55 ± 19 MΩ 42 ± 12 MΩ p=0.019

-65mV 70 ± 16 MΩ 48 ± 17 MΩ p=0.003

RMP 1.9 ± 0.1 Hz 0.9 ± 0.1 Hz p=0.007
fR

max -70mV 1.8 ± 0.8 Hz 1.2 ± 0.1 Hz p<1·10−4

-65mV 2.1 ± 0.2 Hz 1.1 ± 0.1 Hz p<1·10−4

RMP 4.0 ± 0.3 Hz 2.1 ± 0.2 Hz p=0.006
fR

B -70mV 4.6 ± 0.3 Hz 2.8 ± 0.3 Hz p<1·10−4

-65mV 5.0 ± 0.3 Hz 2.6 ± 0.2 Hz p<1·10−4

Tabelle 7.13: Applikation von Cäsium. Die starke Abschwächung des Resonanzverhaltens
durch Cäsium zeigte sich sowohl in den Impedanzwerten, als auch bei der Resonanzfrequenz und
-breite.

15bei nichtresonanten Zellen ist der Zmax-Wert gleich dem Z0-Wert
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Erwähnenswert ist, daß auch eine, der Cäsium-Applikation vorausgehende (n = 31) oder
anschließende (n = 6), Barium-Applikation zu keiner Erhöhung der Resonanzhäufigkeit
oder einer Verbesserung der Resonanzqualität führte.

Im Gegensatz zur Impedanzresonanz konnten keine wesentlichen Veränderungen bei der
Untersuchung von Membranpotentialoszillationen unter Cäsium-Einfluß festgestellt wer-
den. Sowohl die Häufigkeit (Abb. 7.30 C) als auch die Frequenz der Oszillationen blieben
in den 17 untersuchten Neuronen relativ konstant (Tab. 7.14). Die tendentielle Reduktion
der Oszillationsfrequenz hängt mit den 5 oszillierenden Zellen zusammen, bei denen zuvor
Barium appliziert wurde.

(n=17) Kontrolle Cäsium Signifikanz
fS

max 5.9 ± 4.1 Hz 4.7 ± 3.0 Hz p = 0.084
fS

B 7.0 ± 5.0 Hz 7.4 ± 4.8 Hz p > 0.1

Tabelle 7.14: Applikation von Cäsium. Cäsium hat keinen Einfluß auf die MPO.

7.5.5 H-Typ Kationenkanal

Wirkung von ZD7288

Zur Untersuchung der Funktion des H-Typ Kationenkanals steht der selektive Antago-
nist ZD7288 zur Verfügung. Die 12 Neurone, die ZD7288 ausgesetzt wurden, zeigten eine
signifikante Eingangswiderstandserhöhung, was sich auch in einer größeren Steigung der
Strom-Spannungs-Kennlinie äußerte (Abb. 7.31 A). Die in der Literatur [43, 99, 180]
zu den ZD7288-Eigenschaften angegebene Hyperpolarisation des Ruhemembranpotentials
und die Zunahme der Membranzeitkonstanten war zwar nicht im strengen Sinne signifi-
kant (p < 0.05), aber tendentiell (p < 0.1) festzustellen. Dies schlägt sich erneut in einer
signifikanten Abnahme der elektrotonischen Länge L nieder (Tab. 7.15).

(n=12) Kontrolle ZD7288 Signifikanz
RMP -85 ± 3 mV -87 ± 3 mV p=0.077
Rn 28 ± 7 MΩ 36 ± 12 MΩ p=0.028
τ0 10 ± 2 ms 13 ± 4 ms p=0.065
L 1.60 ± 0.24 1.40 ± 0.21 p=0.048

Tabelle 7.15: Applikation von ZD7288. Veränderungen der elektrotonischen Eigenschaften
der Neurone durch Applikation von ZD7288.

Bei der Untersuchung des Impedanzverhaltens nach ZD7288-Applikation konnten in keiner
Zelle mehr Resonanzen im Impedanzspektrum beobachtet werden (Abb. 7.31 B), wodurch
natürlich die Resonanzqualität auf Null zurückging. Die Impedanzspektren (Abb. 7.31 C)
weisen nach selektiver H-Kanalblockierung, im Gegensatz zu den Messungen nach Cäsium-
Applikation, eine Erhöhung der Impedanzwerte im unteren Frequenzbereich bei allen Meß-
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A. Strom-Spannungs-Kennlinien B. Resonanz- und Oszillationshäufigkeiten

C. Impedanzspektren

Abbildung 7.31: Applikation von ZD7288.

potentialen auf. Dabei zeigte sich eine, mit Depolarisation einsetzende, spannungsabhän-
gige Abnahme des Frequenzbereichs, in dem dieser Impedanzanstieg zu beobachten war:
Bei Ruhemembranpotential waren die Impedanzen bei Frequenzen unter ca. 15 Hz erhöht.
Depolarisation auf -70 mV reduzierte diesen Bereich auf unter ca. 5 Hz und bei -65 mV
lag die Impedanz nur noch bei Frequenzen unterhalb 2 - 3 Hz über den Kontrollwerten.
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Die Frequenzanalyse der Membranpotentialoszillationen unter ZD7288-Einfluß erbrachte
eine 100 %ige Übereinstimmung mit den Kontrollmessungen. Weder bei der Häufigkeit des
Auftretens von Oszillationen (Abb. 7.31 B), noch in der Oszillationsfrequenz oder -breite
traten Veränderungen auf (Tab. 7.16).

(n=12) Kontrolle ZD7288 Signifikanz
fS

max 4.1 ± 2.4 Hz 4.7 ± 2.0 Hz p>0.1
fS

B 6.2 ± 5.8 Hz 6.2 ± 5.0 Hz p>0.1

Tabelle 7.16: Applikation von ZD7288. ZD7288 hatte keinen Einfluß auf die MPO.

Wirkung von Isoproterenol

Der H-Strom wird durch Veränderungen der intrazellulären cAMP-Konzentration, wie sie
z.B. durch Aktivierung von β1- adrenergen Rezeptoren bewirkt wird, moduliert. Daher
sollte zum Abschluß der pharmakologischen Untersuchungen der Einfluß des β1- Rezepto-
ragonisten Isoproterenol auf die Impedanzresonanz analysiert werden.

Die 17 mit Isoproterenol behandelten Neurone zeigten eine leichte Erhöhung des Eingangs-
widerstands und der Membranzeitkonstanten (Tab. 7.17).

(n=17) Kontrolle Isoproterenol Signifikanz
RMP -81 ± 5 mV -80 ± 4 mV p>0.1
Rn 25 ± 6 MΩ 28 ± 7 MΩ p=0.002
τ0 11 ± 2 ms 12 ± 2 ms p=0.037
L 1.65 ± 0.33 1.54 ± 0.30 p>0.1

Tabelle 7.17: Applikation von Isoproterenol. Veränderungen der elektrotonischen Eigen-
schaften der Neurone durch Applikation von Isoproterenol.

Die Analyse der Impedanzmessungen offenbarte keine Veränderung der Resonanzhäufig-
keit und auch der Q-Wert blieb nach Isoproterenol-Applikation konstant (Abb. 7.32 C und
D). Allerdings war der Z0-Wert, wie schon der Eingangswiderstand, leicht, aber signifikant
bei allen Meßpotentialen erhöht (Tab. 7.18). Dies ließ sich auch an der in depolarisierender
Richtung etwas steileren Strom-Spannungs-Kurve erkennen (Abb. 7.32 A). Alle anderen
Impedanzwerte blieben unverändert.

(n=17) Kontrolle Isoproterenol Signifikanz
RMP 28 ± 8 MΩ 31 ± 8 MΩ p=0.005

Z0 -70mV 42 ± 18 MΩ 46 ± 16 MΩ p=0.037
-65mV 50 ± 22 MΩ 60 ± 25 MΩ p=0.001

Tabelle 7.18: Applikation von Isoproterenol. Die Impedanzwerte bei 0 Hz waren nach
Isoproterenol-Anwendung bei allen Meßpotentialen signifikant erhöht.
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A. Strom-Spannungs-Kennlinien B. Impedanzspektren

C. Resonanz- und Oszillationshäufigkeiten D. Qualitätsfaktoren

Abbildung 7.32: Applikation von Isoproterenol.

Bei Ruhemembranpotential und -70 mV blieben die Resonanzfrequenz und -breite nach
Isoproterenol-Applikation im Vergleich zu den Kontrollwerten ebenfalls unverändert. Erst
bei einem Meßpotential von -65 mV führte die β1- Rezeptoraktivierung zu einer leichten
Reduktion der Resonanzfrequenz um durchschnittlich 17 ± 12 % bzw. um 21 ± 15 %
bei der Resonanzbreite (Abb. 7.32 B und Tab. 7.19). Die Membranpotentialoszillationen
blieben von der Isoproterenol-Applikation, sowohl was die Häufigkeit der Oszillationen als
auch was deren Frequenzen betrifft, unbeeinflußt (Abb. 7.32 C).



KAPITEL 7. ERGEBNISSE 100

(n=17) Kontrolle Isoproterenol Signifikanz
RMP 2.3 ± 0.9 Hz 2.1 ± 0.9 Hz p>0.1

fR
max -70mV 1.8 ± 0.9 Hz 1.9 ± 0.8 Hz p>0.1

-65mV 2.3 ± 1.1 Hz 1.8 ± 0.8 Hz p=0.027

RMP 13.8 ± 3.6 Hz 13.0 ± 5.2 Hz p>0.1
fR

B -70mV 11.0 ± 2.4 Hz 10.0 ± 1.4 Hz p>0.1
-65mV 11.8 ± 1.6 Hz 9.8 ± 1.6 Hz p=0.019

Tabelle 7.19: Applikation von Isoproterenol. Nur bei Meßpotentialen von -65mV verringerte
Isoproterenol die Resonanzfrequenz und -breite .



KAPITEL 7. ERGEBNISSE 101

7.6 Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung
Im letzten Teil dieser Arbeit wurde das Zusammenwirken von künstlich erzeugten un-
terschwelligen Membranpotentialoszillationen mit synaptischen Potentialen untersucht.
Die Oszillationen wurden durch Injektion eines sinusförmigen, monofrequenten Stroms
mit konstanter Amplitude (0.1 nA) generiert. Als Frequenzen wurden 0.1 Hz, 3 Hz und
20 Hz ausgewählt, um möglichst alle Bereiche des beschriebenen Impedanzverhaltens ab-
zudecken. Die Messungen wurden in 22 Neuronen bei zwei Meßpotentialen (Ruhemem-
branpotential und -65 mV) durchgeführt. Abbildung 7.33 zeigt, daß, wie die Resonanzun-
tersuchungen vermuten ließen, der Impedanzunterschied der drei Frequenzen vor allem bei
depolarisierten Potentialen (B) zu deutlichen Unterschieden in der Stärke der Spannungs-
antwort bei gleicher Stimulationsamplitude führt.

A. Messung bei Ruhemembranpotential B. Messung bei -65 mV Haltepotential

Abbildung 7.33: Künstliche MPO mit verschiedenen Frequenzen.

Über eine im umgebenden Gewebe plazierte Reizelektrode konnten synaptische Potentiale
ausgelöst werden. Die Reizstärke wurde so gewählt, daß in einem Neuron die Amplitude
der resultierenden EPSPs auch bei -65 mV kleiner als 10 mV blieb und zu keiner Akti-
onspotentialauslösung führte. So wurden jeweils 30 EPSPs bei jedem Meßpotential und
verschiedenen Phasen der unterliegenden Oszillationen evoziert. Das Intervall zwischen
zwei Stimulationen wurde auf 11.1 Sekunden festgesetzt, um zu gewährleisten, daß das
EPSP auch tatsächlich in verschiedenen Phasen der Oszillationen auftritt. Zunächst wur-
den die gemittelten Aufnahmen der EPSPs bei den verschiedenen Oszillationsfrequenzen
für jedes Meßpotential miteinander verglichen. Der Unterschied zwischen den einzelnen
Frequenzen war nie signifikant und lag, bezogen auf die Kontroll-EPSP-Amplitude, meist
deutlich unter 10 %. Dabei war auch keine systematische Abhängigkeit von der unterlie-
genden Oszillationsfrequenz zu beobachten.
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Um den Einfluß der Lage eines EPSPs zur Schwingungsphase der Membranpotentialoszil-
lationen zu untersuchen, wurde bei allen Aufnahmen zunächst diese Phasenlage ermittelt
(Abb. 7.34). Dafür wurde die Schwingung mit einer geeigneten Sinusfunktion angepasst
und vier charakteristische Phasenlagen des EPSP-Maximums ausgewählt:

A. EPSP-Maximum ↔ Schwingungsmaximum

B. EPSP-Maximum ↔ Schwingungsminimum

C. EPSP-Maximum ↔ Mitte der Repolarisationsflanke

D. EPSP-Maximum ↔ Mitte der Depolarisationsflanke

Abbildung 7.34: Phasenlagen A, B, C und D der EPSPs zur Schwingungsamplitude.

Je nach Frequenz der künstlichen Membranpotentialoszillationen konnten bei einem Rei-
zintervall von 11.1 Sekunden zwischen 2 und 4 EPSPs mit gleicher Phasenlage gemit-
telt werden. Die Residuen aus angepasster Sinusfunktion und Aufnahme des EPSPs mit
unterlegten, künstlichen Membranpotentialoszillationen zeigten, daß die Amplituden der
synaptischen Potentiale geringfügig, aber systematisch, bei maximaler Schwingungsphase
den größten Betrag annahmen (Abb. 7.35 A).
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A. Amplitudendifferenzen der EPSPs bei
unterschiedlicher Phasenlage.

B. Gesamtdepolarisation bei unterschiedlichen
Phasenlagen der EPSPs.

Abbildung 7.35: Die effektive Depolarisation durch die EPSPs hängt hauptsächlich
von deren Phasenlage zur unterlegten Potentialoszillation ab.

Allerdings konnten wiederum keine signifikanten Unterschiede zwischen den Resultaten bei
verschiedenen Oszillationsfrequenzen festgestellt werden. Betrachtet man jedoch nicht die
Beträge der EPSP-Amplituden bei verschiedenen Phasenlagen, sondern die Gesamtdepola-
risation, die durch die Überlagerung von EPSP und Oszillation entsteht, so zeigt sich eine
deutliche Differenz zwischen den einzelnen Phasenlagen und bei gleicher Phasenlage zwi-
schen den verschiedenen Oszillationsfrequenzen aufgrund der frequenzabhängigen Impe-
danz (Abb. 7.35 B). Dies führte dazu, daß bei 8 Neuronen, trotz unterschwelliger Reizstär-
ke für die EPSP-Auslösung unter Kontrollbedingungen, Aktionspotentiale in Verbindung
mit künstlichen Membranpotentialoszillationen bei -65 mV auftraten. Ausgelöst wurden
die Aktionspotentiale immer während der depolarisierenden Phase der Oszillationen. Ein
etwas späteres Eintreffen des EPSPs verhinderte bereits die Entladung (Abb. 7.36). In
allen 8 Zellen wurden die Aktionspotentiale bei einer Oszillationsfrequenz von 3 Hz aus-
gelöst. In 7 Zellen traten Entladungen auch bei 0.1 Hz und nur in 2 Zellen bei 20 Hz
auf. Auch wenn dieses, scheinbar frequenzabhängige Entladungsverhalten nicht systema-
tisch untersucht wurde, läßt sich hierin doch der Resonanzverlauf der Impedanz zumindest
vermuten.
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A. Auslösung eines APs bei optimaler
Phasenlage zur Schwingung.

B. Bei geringfügig späterem Eintreffen des
EPSPs wird kein AP ausgelöst.

Abbildung 7.36: Die Phasenlage der EPSPs zur Oszillation des Membranpotentials
entscheidet über deren Effektivität.



Kapitel 8

Diskussion

Wie aus Kapitel 2 hervorgeht, sind spontane, unterschwellige Membranpotentialoszillatio-
nen und Impedanzresonanz zwei, insbesondere im Neokortex, wenig untersuchte Phäno-
mene des unterschwelligen elektrischen Verhaltens von Neuronen. Die vorliegende Arbeit
soll dazu beitragen, diese Lücke unter Anwendung einer neuen, zuverlässigen Methodik
zur Quantifizierung der Ergebnisse, zu schließen.

8.1 Allgemeines
Bei den untersuchten Zellen handelte es sich um eine homogene Population von regu-
lär entladenden Pyramidenzellen der Schicht II/III des frontalen Kortex der Ratte. Diese
Homogenität spiegelt sich wieder in den einheitlichen Ergebnissen, sowohl bezüglich der
klassischen Neuronencharakterisierung, als auch bezüglich der Frequenzanalyse des unter-
schwelligen elektrischen Verhaltens dieser Neurone.
Die Versuchsparameter zur Frequenzanalyse konnten bis an die technischen Grenzen op-
timiert werden. Dabei wurde gezeigt, daß, in Einklang mit theoretischen Überlegungen,
vor allem die Aufnahmedauer und das Einhalten der Unterschwelligkeitsbedingung für die
Qualität und Auswertbarkeit der Fourier-Spektren bedeutsam ist.

8.2 Impedanzresonanz und Potentialoszillationen
Durch die gleichzeitige Untersuchung des Impedanzverhaltens und der spontanen Mem-
branpotentialoszillationen in den Neuronen konnten beide Phänomeme unmittelbar mit-
einander verglichen werden. Dabei zeigte sich, daß die Frequenzen der Oszillationen bzw.
der Resonanz mit ∼4 Hz (fS

max) bzw. ∼2 Hz (fR
max) zwar in einem ähnlichen Bereich liegen

und sich auch proportional zueinander verhalten, aber doch signifikant verschieden sind.
Ob dieser relativ geringe Unterschied eine physiologische Relevanz besitzt, ist anhand
der hier vorgestellten Ergebnisse nicht zu entscheiden. Man muß vor allem berücksichti-
gen, daß durch die Resonanz- und Oszillationsbreite die bevorzugten Frequenzen beider
Phänomene in einem weiten Bereich überlappen. Außerdem muß bedacht werden, daß
die Resonanz und die Oszillationen bei unterschiedlichen Membranpotentialen untersucht
wurden. Das positivste Meßpotential der Impedanzuntersuchungen lag bei -65 mV, wo-

105
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hingegen die Oszillationen erst bei Potentialen positiv von -60 mV auftraten. Da sich die
Beurteilung einer Spannungsabhängigkeit der Resonanzfrequenz als nicht eindeutig zu be-
antworten erwiesen hat, ist es möglich, daß sich der geringe, aber signifikante Anstieg der
Frequenz zwischen -70 mV und -65 mV in nichtlinearer Weise fortsetzt und so bei weiterer
Depolarisation um 5 bis 10 mV einen Wert erreicht, der dem der Oszillationen entspricht.
Für diese Hypothese spricht auch, daß die Applikation von TTX die Resonanzfrequenz bei
-65 mV reduzierte und die unter Kontrollbedingungen beobachtete Spannungsabhängig-
keit zwischen den Messungen bei -70 mV und -65 mV wieder aufhob. Es könnte also der
spannungsabhängige Natriumstrom, der in diesem Potentialbereich zu aktivieren beginnt,
bei zunehmender Depolarisation verstärkt Einfluß auf die Resonanzfrequenz nehmen. Da
allerdings Impedanzmessungen ohne TTX-Applikation, die positiv von -65 mV durchge-
führt wurden, häufig die Unterschwelligkeitsbedingung verletzten, konnten keine solchen
Untersuchungen systematisch durchgeführt werden. Die Proportionalität von Resonanz-
und Oszillationsfrequenz muß allerdings nicht notwendigerweise für diese Hypothese der
gleichen Frequenzen sprechen, sondern ist auch als Ausdruck des Einflusses der „passi-
ven“ elektrotonischen Eigenschaften auf beide Phänomene interpretierbar.

Beim Vergleich meiner Ergebnisse mit der einzig weiteren, mir bekannten Impedanzun-
tersuchung von Neuronen im frontalen Kortex von Gutfreund et al. [47] sind eine Reihe,
zum Teil wichtiger Unterschiede feststellbar: Neben einer etwas höheren Resonanzfrequenz
(∼3 Hz) wird dort ein linearer Anstieg der Frequenzen mit Depolarisation (0.2 Hz/mV) auf
bis zu 12 Hz festgestellt. Der Befund geht auf eine Studie von 10 untersuchten Neuronen
zurück, die dabei auf Membranpotentiale bis zu -47 mV depolarisiert wurden, was sicherlich
bei intakten Zellen ohne TTX-Anwendung die Unterschwelligkeitsbedingung verletzt. Ob
eine Angabe von genauen Proportionalitäten bis hin zu linearen Steigungskoeffizienten im
Zusammenhang mit dem Impedanzverhalten der Neurone sinnvoll und machbar ist, muß
sowohl aus theoretischen Überlegungen, als auch anhand der experimentellen Ergebnisse
stark bezweifelt werden und wird deshalb in der vorliegenden Arbeit bewußt unterlas-
sen. Auch die von Gutfreund et al. [47] beschriebene, durch Depolarisation herbeigeführte
Erniedrigung des Impedanzwertes bei 0 Hz (Z0-Wert) widerspricht sowohl meinen Ergeb-
nissen als auch der Tatsache, daß der Eingangswiderstand1 mit Depolarisation zunimmt.
Dieses Verhalten ist nicht zuletzt auch an der Rektifikation in depolarisierender Richtung
in der Strom-Spannungs-Kennlinie zu erkennen.

Untersuchungen von spontanen Membranpotentialoszillationen wurden von Gutfreund et
al. [47] und Llinas et al. [94] in Neuronen des frontalen Kortex durchgeführt. In beiden
Studien wurde die Unterschwelligkeitsbedingung nicht systematisch eingehalten, so daß die
Spannungsabhängigkeit der Oszillationsfrequenz, ähnlich wie zuvor bei den Impedanzun-
tersuchungen, kritisch betrachtet werden muß. Allein die bei überschwelligen Messungen
notwendige Interspike-Analyse der Membranpotentialoszillationen reduziert die Aufnah-
medauer und damit die Frequenzauflösung auf einige 100 ms. Betrachtet man nur die
Ergebnisse bis zu Meßpotentialen von -55 mV, so ergaben sich ähnliche Frequenzen für die
Membranpotentialoszillationen2 wie bei den in Kapitel 7 vorgestellten Messungen.

1der dem Z0-Wert entspricht
2∼4 Hz; T : 34◦C; [47]; ∼10 Hz T : 37◦C; [94]
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8.3 Generierungsmechanismen und Modulation

A B
Abbildung 8.1: Analyse der Resonanzgenerierungsmechanismen. Veränderung der Häu-
figkeit (A) und der Qualität (B) nach Applikation von Ionenkanalantagonisten.

Die ionalen Mechanismen, die für das Entstehen der Membranpotentialoszillationen und
der Impedanzresonanz verantwortlich sind, konnten eindeutig mit Hilfe der Applikation
von Rezeptor- und Ionenkanalantagonisten bestimmt werden.
Das Fortbestehen der Impedanzresonanz und der Membranpotentialoszillationen trotz
pharmakologischer Unterbindung der synaptischen Transmission beweist, daß beide Phä-
nomene intrinsisch durch zellinhärente Mechanismen generiert werden und nicht netz-
werkverursacht sind. Der Einfluß von Gap Junctions, wie er z.B. bei Membranpotentia-
loszillationen von Neuronen des Olivenkernkomplexes vorhanden ist3, kann ausgeschlossen
werden, da im Neokortex der Ratte die Kopplungsrate ab der 3. postnatalen Woche prak-
tisch auf Null zurückgeht [129, 130, 158].
Der direkte Vergleich der Wirkung verschiedener Ionenkanalblocker auf die Membranpo-
tentialoszillationen und die Impedanzresonanz der Neurone zeigt, daß beiden Phänomenen
unterschiedliche Entstehungsmechanismen zugrunde liegen. Dabei konnte für die Oszilla-
tionen, genauso wie für die Resonanz, jeweils ein Membranstrom als Ursache des jeweiligen
unterschwelligen elektrischen Verhaltens der Zelle identifiziert werden.

Die Membranpotentialoszillationen können, aufgrund der vollständigen Unterdrückung
nach Applikation von TTX, auf die Wirkung von spannungsabhängigen Natriumkanälen
zurückgeführt werden (Abb. 8.1 A). Da der Natriumkanal eigentlich transient aktiviert
und damit für anhaltende Oszillationen des Membranpotentials nicht in Frage zu kom-
men scheint, muß eine nicht-inaktivierende Komponente des Natriumstroms verantwortlich
sein. Die zwei möglichen, nicht-inaktivierenden Natriumströme, der persistierende Na+-
Strom INaP

und der Natrium-Fenster-Strom INaW
, sind allgemein schwer zu unterscheiden

und werden daher beide als Grundlage für die Generierung der spontanen unterschwelli-
gen Membranpotentialoszillationen der Neurone des frontalen Kortex in Betracht gezogen.

3vgl. [95]
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Die in anderen Gehirnbereichen für Potentialoszillationen verantwortlichen Calcium- und
Kaliumströme, IT , IDR und IM konnten durch Applikation von Nickel (IT ), Cäsium und
Barium beziehungsweise TEA (IDR und IM) von einer Beteiligung an der Generierung der
Membranpotentialoszillationen in Neuronen des frontalen Kortex ausgeschlossen werden.
Der A-Typ Kaliumkanal kommt aufgrund seiner Kinetik4 für die Oszillationsgenerierung
ebenfalls nicht in Frage, da die Oszillationen über viele Sekunden im unterschwelligen Po-
tentialbereich beobachtbar waren. Zudem ist der A-Strom auch TEA-sensitiv.
Die frequenzmodulierende Wirkung von Barium ist möglicherweise auf die Blockierung
von Barium-sensitiven Leckleitfähigkeiten [33] zurückzuführen. Dadurch werden die „pas-
siven“ Membraneigenschaften, vor allem die Membranzeitkonstante, und so auch die in
Kapitel 3 definierten Bedingungen zur Entstehung der Membranpotentialoszillationen ver-
ändert. Dies ist ein gutes Indiz für die Hypothese, daß die Membranzeitkonstante nicht
als passive Größe, sondern als dynamischer Bestandteil der zellinhärenten Eigenschaften
betrachtet werden sollte.

Komplizierter sind die Zusammenhänge bei der Erzeugung und Modulation der Impe-
danzresonanz. Auch hier konnte mit dem H-Strom eine einzelne Membranleitfähigkeit
als Ursache für dieses Phänomen identifiziert werden. Allerdings schienen zunächst auch
andere Leitfähigkeiten einen Einfluß auf das Auftreten der Impedanzresonanz zu haben
(Abb. 8.1 A). Die spannungsabhängige Erhöhung der Resonanzhäufigkeit nach Barium-
Applikation, vor allem bei Ruhemembranpotential, und die durch TTX verursachte Ernied-
rigung dieser Häufigkeit bei depolarisierten Meßpotentialen konnten aber auf die Verän-
derung der Resonanzqualität durch diese Substanzen zurückgeführt werden (Abb. 8.1 B).
Die Vergrößerung des Qualitätsfaktors durch Barium beziehungsweise dessen Minderung
durch TTX führen also nur zu einer veränderten Nachweisbarkeit der Impedanzreso-
nanz. Generiert wird die Resonanz aber allein durch den Cäsium- und vor allem ZD7288-
sensitiven H-Strom. Die den Modulationen zugrundeliegenden, einwärtsgleichrichtenden
Barium-sensitiven Kaliumkanäle und spannungsabhängigen TTX-sensitiven Natriumkanä-
le wirken also dämpfend beziehungsweise verstärkend auf das Impedanzverhalten der Zel-
len. Daher kann von Attenuatorstrom (Kir x.x) und Amplifikatorstrom (INa) gesprochen
werden, die in Abhängigkeit von ihren Aktivierungsbereichen bei unterschiedlichen Mem-
branpotentialen das Impedanzverhalten der Zellen modifizieren (Abb. 8.2).

Abbildung 8.2: Die Überschneidung der Aktivierungsbereiche von Resonanz-, Attenuator- und
Amplifikatorstrom führt zum spannungsabhängigen Verhalten der Impedanzresonanz.

4transiente Aktivierung nach vorausgehender Hyperpolarisation; vgl. Kapitel 4.3
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Über den physiologischen Sinn einer Schwächung der Resonanz bei Membranpotentialen
negativ von -70 mV kann nur spekuliert werden. Auf den ersten Blick scheint eine solche
Dämpfung, weit von der Entladungschwelle entfernt, wenig sinnvoll zu sein. Denkbar wä-
re, daß im Kontext der Netzwerkaktivität ein solches unterschwelliges Verhalten zu einer
Kontrastverstärkung zwischen verschiedenen Aktivitätszuständen beiträgt.

Im Zusammenhang mit dem frequenzabhängigen Impedanzverhalten der Neurone sollen
fünf Ergebnisse nocheinmal genauer betrachtet werden:

1. Die Spannungsabhängigkeit der Resonanzfrequenz ab -70 mV ist ein, von theoreti-
scher und experimenteller Seite, häufig hinterfragtes Problem. Der Einfluß des Am-
plifikatorstroms auf die Resonanzfrequenz könnte als Indiz für die Hypothese gelten,
daß sich Resonanz und Oszillationen die gleichen Vorzugsfrequenzen teilen und sich
die gemessene Differenz nur aufgrund der unterschiedlichen Meßpotentiale ergeben
hat, so daß beide Phänomene zum gleichen Netzwerkrhythmus beitragen.

2. Der Einfluß des Verstärkerstroms INa auf die Resonanzfrequenz bei depolarisierten
Membranpotentialen widerspricht zunächst dem theoretischen Modell (Kap. 3.2.3),
nachdem die Modulationsströme nur die Größe der Resonanz verändern, aber kei-
nen Einfluß auf deren Frequenz haben. Eine der Voraussetzungen, die theoretisch
an die Modulationsströme gestellt wurden, war die möglichst instantane Aktivie-
rung der modulierenden Leitfähigkeit. Da auch der Natriumkanal keine unendlich
schnelle Kinetik besitzt und außerdem zwei nicht-inaktivierende Komponenten des
Natriumstroms (INaP

und INaW
) existieren, kann so der TTX-sensitive Beitrag zur

Resonanzfrequenz erklärt werden.

3. Die Cäsium-induzierte Reduktion der Resonanzfrequenz kann sehr wahrscheinlich
auf die, im Gegensatz zu ZD7288, nicht vollständige Blockierung des H-Stroms zu-
rückgeführt werden, wie Dickson et al. [33] feststellen. Die dadurch nur verringerte
Zahl aktivierbarer H-Kanäle führt zu einer scheinbar geringeren Kanaldichte, die
wiederum, auch entsprechend theoretischer Überlegungen, eine Reduktion der Reso-
nanzfrequenz zur Folge haben kann.

4. Es wurde ein unterschiedlicher Impedanzverlauf nach Cs+- bzw. ZD7288-Applikation
festgestellt. Im unteren Frequenzbereich (< 15 Hz) verlaufen die Impedanzwerte
unter Cäsium-Einfluß, vor allem bei depolarisierten Meßpotentialen, unterhalb der
Kontrollmessungen, dagegen liegen die Werte nach selektiver Ausschaltung des H-
Stroms durch ZD7288 darüber. Dieser Unterschied muß also auf die zusätzliche
Wirkung von Cäsium auf einen oder mehrere andere, mit Depolarisation aktivie-
rende, Leitfähigkeiten, die offensichtlich eine impedanzverstärkende Wirkung haben
und nicht Barium-sensitiv sind5, zurückzuführen sein. Die durchgeführten Untersu-
chungen können allerdings keinen genaueren Aufschluß über diese Leitfähigkeit(en)
geben. Ebenso schwierig ist die Interpretation des mit Depolarisation abnehmenden

5Dieser Impedanzverlauf bleibt auch nach zusätzlicher Barium-Applikation bei depolarisierten Meßpo-
tentialen erhalten
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Frequenzbereichs, in dem nach ZD7288-Applikation die Impedanzwerte die Kontroll-
messungen übersteigen. Hierin könnten sich die spannungsabhängigen Kinetiken6 des
H-Stroms oder dessen mit Depolarisation abnehmende Amplitude widerspiegeln.

5. Die Applikation von Isoproterenol führte zu einer Reduktion der Resonanzfrequenz
und -breite, die sich vor allem bei einem Meßpotential von -65 mV signifikant be-
merkbar machte. Dagegen blieb die Resonanzqualität unbeeinflußt. Für eine mög-
liche Erklärung dieses Befundes muß bedacht werden, daß eine Veränderung der
intrazellulären cAMP-Konzentration die Aktivierungskinetik verschiebt, nicht aber
die maximale Leitfähigkeit der H-Kanäle beeinflußt. Dadurch verändern sich vor al-
lem die für die Resonanzfrequenz entscheidenden Zeitkonstanten. Die Resonanzgröße
bleibt dabei unverändert.

Bei der pharmakologischen Wirkung von TTX auf die spontanen Membranpotentialos-
zillationen im Neokortex ist sich die Literatur einig (vgl. Kap. 2). Allerdings behaupten
Gutfreund et al. [47], daß die Oszillationen, genau wie die Impedanzresonanz, auch sensitiv
auf TEA und Cäsium reagieren und somit beiden Phänomenen der gleiche ionale Gene-
rierungsmechanismus zugrunde liegt, der sich aus dem Zusammenspiel des INaP

und eines
langsam-aktivierenden, nicht-inaktivierenden Kaliumstroms, den sie als IM identifizierten,
ergibt. Diese Hypothese steht im klaren Widerspruch nicht nur zu den hier vorgestellten
Ergebnissen7, sondern auch gegenüber einer weiteren Impedanzstudie an neokortikalen
Neuronen (somatosensorischer Kortex) von Hutcheon et al. [59, 60], die meine Befunde
zur Resonanzentstehung durch den H-Strom bestätigt.

8.4 Modell und Realität
Im Zuge der Quantifizierung sowohl der Membranpotentialoszillationen als auch der Im-
pedanzresonanz konnte die Übereinstimmung der Messungen mit theoretischen Modellen
überprüft werden. Dabei zeigte sich, daß für die Beschreibung des Resonanzverhaltens
der Membranimpedanz bereits ein stark vereinfachtes Äquivalenschaltkreismodell mit nur
einer phänomenologischen Induktivität (RrLC-Modell), die sich aus der Analogiebetrach-
tung zur linearisierten Hodgkin-Huxley-Gleichung einer spannungs- und zeitabhängigen
Membranleitfähigkeit ergibt (vgl. Kap. 3), in vielen Zellen ausreicht. Das Äquivalenz-
modell lieferte für alle RrLC-Anpassungen sehr realistische Werte für die Kapazität (C)
und den Eingangswiderstand (R) der Membran. Die Widerstandswerte lagen im Bereich
zwischen 10 und 90 MΩ und die Kapazitätswerte ließen, bei Annahme einer konstanten
Membrankapazität pro Fläche8 und einem kugelsymmetrischen Aufbau der Neurone, auf
realistische Zellgrößen mit 5 bis 80 µm Durchmesser schließen. Im Gegensatz dazu waren
die Werte des phänomenologischen Induktivgliedes (rL-Glied) stark variabel, so daß sich
hier vermutlich die Grenze des reduzierten RrLC-Modells offenbart. Da die pharmako-
logischen Untersuchungen die Beteiligung von mindestens zwei weiteren spannungs- und

6spannungsabhängige Aktivierungs- und Inaktivierungszeitkonstante des H-Stroms; vgl. Kapitel 4.4
7der M-Strom konnte aufgrund seiner Barium-und TEA-Sensitivität ausgeschlossen werden
81 µF

cm2
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zeitabhängigen Leitfähigkeiten nachgewiesen haben, sollten komplexere Modelle mit meh-
reren phänomenologischen Kapazitäten und Induktivitäten dieses Problem beseitigen und
auch die Anpassung der verbleibenden Spektren ermöglichen. Das Eintreffen von theo-
retischen Vorhersagen, wie die realistische Abschätzung der Neuronenoberfläche aus den
Äquivalenzschaltkreisdaten oder die indirekte Proportionalität der Resonanzfrequenz zum
Eingangswiderstand, spricht für die prinzipielle Gültigkeit des verwendeten Modells. So
läßt sich feststellen, daß die phänomenologische Induktivität, die aus der spannungs- und
zeitabhängigen Kinetik des H-Stroms resultiert, als Ursache für die Impedanzresonanz der
Neuronen zu sehen ist und eine sinnvolle Erweiterung des klassischen RC-Modells der Neu-
ronenmembran zur Beschreibung des unterschwelligen elektrischen Verhaltens der Zellen
darstellt.

Ob sich auch die in Kapitel 3 aufgestellten theoretischen Modelle zur Entstehung der
spontanen Membranpotentialoszillationen bestätigen, konnte anhand der dort aufgestell-
ten Bedingungen überprüft werden. Insbesondere wurden vier Hypothesen bestätigt be-
ziehungsweise widerlegt:

1. Die Impedanzresonanz und die Membranpotentialoszillationen basieren nicht auf
dem gleichen ionalen Generierungsmechanismus. Damit wird aber nicht ausgeschlos-
sen, daß beide Phänomene durch das gleiche Prinzip, wie der Entstehung einer phä-
nomenologischen Induktivität aus der spannungs- und zeitabhängigen Kinetik einer
(jeweils anderen) Membranleitfähigkeit, verursacht werden.

2. Es genügt offensichtlich eine aktive Membranleitfähigkeit, die im Zusammenspiel mit
den „passiven“ Membrankomponenten spontan stabile, unterschwellige Membranpo-
tentialoszillationen erzeugen kann.

3. Der die Oszillationen verursachende Membranstrom INaP
oder INaW

erfüllt die aus
dem Äquivalenzschaltkreismodell und aus dem Bifurkationsmodell resultierenden Be-
dingungen sowohl was die Kanalkinetik als auch was den Potentialbereich mit nega-
tiver Steigungsleitfähigkeit betrifft.

4. Die hervorragende Übereinstimmung der Fourier-Spektren des Membranpotential-
rauschens mit dem aus der Kabelgleichung vorhergesagten 1/fn-förmigen Verlauf
unterstreicht ebenfalls die Gültigkeit des Äquivalenzschaltkreismodells.

Es stimmen also auch bei den Membranpotentialoszillationen die Vorhersagen aus den
theoretischen Modellen mit den empirischen Befunden weitgehend überein.

8.5 Physiologische Bedeutung
Die Impedanzresonanz und die Membranpotentialoszillationen können aufgrund ihres un-
terschwelligen Charakters nur im Zusammenspiel mit eingehenden synaptischen Poten-
tialen zur Aktivität des Neurons im Netzwerkgeschehen beitragen. Dabei zeigen die vor-
gestellten Ergebnisse, daß die Amplituden der EPSPs nur geringfügig von unterlegten
künstlichen Membranpotentialoszillationen verändert wurden. Sehr viel wichtiger ist das
zeitliche Zusammenspiel (timing) von synaptischem Potential und Oszillationsphase:
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EPSPs, die „im Takt“ mit dem Maximum der Membranpotentialoszillationen eintreten,
lösen wahrscheinlicher ein Aktionspotential aus, als solche die etwas verzögert eintreffen,
wie auch Amitai [8], Gutfreund et al. [47], Klink und Alonso [79], Tukai [41] und Singer et
al. [172] festgestellt haben. Die realen spontanen Membranpotentialoszillationen neokor-
tikaler Neurone, die direkt an der Entladungsschwelle auftreten, sind daher hervorragend
als Synchronisationsfilter für die Netzwerkaktivität geeignet. Membranpotentialoszillatio-
nen wären dadurch in der Lage, den Netzwerkrhythmus aufrecht zu erhalten und eventuell
sogar entscheidend zu seiner Entstehung beizutragen, insbesondere wenn zusätzliche Phä-
nomene, wie die in Kapitel 5 vorgestellte stochastische Resonanz, die Empfindlichkeit des
Systems erhöhen.

Die prinzipielle Funktion der Impedanzresonanz liegt vermutlich in einer Frequenzselekti-
on eingehender postsynaptischer Potentiale. Dabei sollte aber weniger an die Frequenz der
eingehenden PSPs gedacht werden, als vielmehr an das dynamische Profil von Schwingun-
gen des Membranpotentials, die aus der räumlichen und zeitlichen Integration von vielen
inhihbitorischen und exitatorischen PSPs entstehen:
Impedanzresonanz entsteht, wenn das Membranpotential mit einer bestimmten Geschwin-
digkeit verändert wird9. Die Membran und die darin enthaltenen Leitfähigkeiten (z.B. vom
H-Typ) „sehen“ ja nicht die gesamte Oszillation des Membranpotentials, sondern nur diese
Veränderungsrate der Spannung. Der Eingang von Aktionspotentialen, selbst wenn die-
ser im Resonanztakt erfolgt, bleibt für die Spannungssensoren der Kanäle dennoch, im
Vergleich zur resonanzerzeugenden Veränderungsgeschwindigkeit des Membranpotentials,
ein zu schneller Vorgang, wie die Analyse der Anstiegszeit (rise-time) der EPSPs zeigt
(Abb. 8.3 A).

A B
Abbildung 8.3: A Das dynamische Profil der postsynaptischen Potentiale passt nicht zur Im-
pedanzresonanz. Die Anstiegsfrequenz der EPSPs ist deutlich größer als die Resonanzfrequenz.
B Lineare Summation von nur 10 EPSPs mit 2.5 ms Verzögerung bringt die Anstiegszeit der
resultierenden Potentialveränderung in den resonanten Bereich.

9Die Oszillationsfrequenz entspricht einer Steigung in V/s
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Die zeitliche Integration von wenigen in kurzem Abstand aufeinanderfolgenden EPSPs
kann diese Anstiegszeit bereits deutlich absenken und so in den resonanten Bereich bringen
(Abb. 8.3 B). Das gleiche Ergebnis ist natürlich auch bei einer räumlichen Integration von
synaptischen Eingängen zu erwarten. Die Impedanzresonanz könnte so (räumlich und/oder
zeitlich) gut abgestimmte synaptische Potentiale verstärken und unabgestimmte Eingänge
dämpfen, was sowohl die Informationsdekodierung als auch die Netzwerksynchronisation
unterstützen würde.

Die Verlangsamung des dynamischen EPSP-Profils von den Dendriten zum Soma ist ein
altbekanntes Kennzeichen der passiven RC-Eigenschaften der Membran [65, 101, 137], die
auch nach neueren Erkenntnissen von einer Reihe spannungsabhängiger Leitfähigkeiten
unterstützt wird [68, 148, 156, 165]. Zu diesen Leitfähigkeiten zählen Kir x.x-, H-Typ-, A-
Typ- und T-Typ-Kanäle, deren Kanaldichte inhomogen, von distalen Dendriten zum Soma
hin abnehmend, verteilt ist [100, 101, 156, 165, 180] und die zum Teil ja auch mit der Impe-
danzresonanz in Verbindung stehen. In einer Studie zum Impedanzverhalten in Dendriten
von Neuronen des somatosensorischen Kortex konnten Ulrich und Stricker [171] zwar keine
Resonanz feststellen, allerdings zeigten die Messungen eine deutliche Tiefpassfilterung von
Signalen ab 4 Hz, was sich auf das dynamische Profil von postysnaptischen Potentialen
auswirkt. Dies belegt, daß die Verlängerung des EPSP-Verlaufs eine wichtige dendritische
Eigenschaft ist, die der somatischen Impedanzresonanz zumindest zuarbeiten kann.

Die Frequenzen der unterschwelligen Membranpotentialoszillationen und der Impedanz-
resonanz liegen in einem sehr ähnlichen, an der Entladungsschwelle eventuell sogar iden-
tischen Bereich. Da dieser Frequenzbereich sehr konstant ist und offensichtlich kaum mo-
duliert werden kann, scheinen beide Phänomene allerdings nicht für eine Durchstimmung
der synchronisierten Netzwerkaktivität in verschiedene Rhythmen geeignet zu sein, wie sie
sich beispielsweise in verschiedenen EEG-Wellen ausdrückt. Für solche Veränderungen der
Aktivitätsfrequenz müssen daher andere Mechanismen verantwortlich sein.

Der Frequenzbereich, in dem die Oszillationen und die Resonanz auftreten, entspricht dem
∆- bzw. Θ-Band des EEGs. Beide Rhythmen sind vor allem bei Kleinkindern aber auch
bei Erwachsenen im Schlaf stark ausgeprägt, wobei beim Einschlafen von Erwachsenen
insbesondere der Vorderkopfbereich deutliche Θ-Aktivität zeigt [53, 72, 142]. Die sponta-
nen unterschwelligen Membranpotentialoszillationen und die Impedanzresonanz könnten
dabei in der frühen Entwicklungsphase und später noch im Schlafzustand einen Beitrag
zur synchronisierten, rhythmischen Gehirnaktivität, wie er sich im EEG widerspiegelt,
liefern.



Kapitel 9

Zusammenfassung

Rhythmische Aktivität neuronaler Netzwerke und deren Synchronisation ist eine funda-
mentale Voraussetzung für die Funktionalität des Gehirns. Zwei im Neokortex bislang we-
nig beachtete Phänomene im unterschwelligen Membranpotentialbereich, die zur rhythmi-
schen Netzwerkaktivität beitragen können, sind spontane Membranpotentialoszillationen
und die Impedanzresonanz von Neuronen. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich daher
mit der theoretischen und experimentellen Analyse dieser zellinhärenten Eigenschaften in
Neuronen des frontalen Kortex der Ratte in vitro:

Die 155 untersuchten Zellen konnten aufgrund ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften
und ihrer Morphologie als homogene Population von regulär entladenden Pyramidenzellen
der Schicht II/III des frontalen Kortex identifiziert werden. Zur Frequenzanalyse der Span-
nungsoszillationen und des Impedanzverhaltens wurde die Fourier- Transformation ange-
wendet. Durch die Überprüfung der Versuchs- und Analyseparameter konnte das Verfahren
bis an die technischen Grenzen optimiert werden. Bei der Auswertung der resultierenden
Fourier- Spektren wurden, auf theoretische Modelle basierende, Funktionen eingesetzt, um
eine objektive quantitative Analyse zu ermöglichen und die Modelle so auf ihre Kongru-
enz mit den empirischen Befunden zu testen. Das Auftreten einer phänomenologischen
Induktivität, die aus den Eigenschaften der linearisierten Hodgkin-Huxley-Gleichung von
spannungs- und zeitabhängigen Leitfähigkeiten folgt, konnte auf diese Weise trotz starker
Reduktion der Komplexität des verwendeten Modells prinzipiell bestätigt werden. Daneben
zeigte auch das Membranrauschen den vorhergesagten 1√

f
- förmigen Amplitudenverlauf.

Jede Zelle wurde sowohl auf Membranpotentialoszillationen als auch auf Impedanzreso-
nanz hin getestet, um einen unmittelbaren Vergleich der beiden Phänomene zu ermög-
lichen. Messungen bei verschiedenen Membranpotentialen offenbarten eine Spannungs-
abhängigkeit des Impedanzverhaltens der Zellen. Häufigkeit und Qualität der Resonanz
nahmen dabei mit Depolarisation vom Ruhemembranpotential auf -65 mV deutlich zu. Ins-
gesamt waren nur 7 % der Neurone nicht resonant, zeigten also bei allen Meßpotentialen
einen über alle Frequenzen monoton fallenden Impedanzverlauf. Spontane unterschwellige
Membranpotentialoszillationen traten in 86 % der Zellen in einem schmalen Membran-
potentialfenster unmittelbar an der Entladungschwelle auf. Ein signifikanter Unterschied
bei der Häufigkeit des Auftretens der beiden Phänomene konnte nicht festgestellt werden,
auch wenn Zellen gemessen wurden, die nur Resonanzen bzw. nur Oszillationen, zeigten.

114
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Die Resonanz- und Oszillationsfrequenzen unterschieden sich signifikant: Das Impedanz-
maximum lag bei 1 bis 6 Hz (Ø ∼ 2 Hz), für die Oszillationsamplituden wurden Werte
zwischen 1 und 14 Hz (Ø ∼ 4 Hz) gemessen. Eine mögliche Spannungsabhängigkeit der Re-
sonanzfrequenz ab -70 mV könnte allerdings diesen Unterschied an der Entladungsschwelle
aufheben.

Die Applikation von Rezeptor- und Ionenkanalantagonisten zur Untersuchung der Gene-
rierungsmechanismen der Membranpotentialoszillationen und der Impedanzresonanz er-
brachte folgende Ergebnisse:

1. Die Unterbindung der glutamatergen und GABAergen synaptischen Transmission
hat keinen Einfluß auf die beiden Phänomene, so daß eine Netzwerkbeteiligung an
deren Entstehung ausgeschlossen werden kann.

2. Die Generierung von spontanen Membranpotentialoszillationen ließ sich nur durch
die Applikation des Na+- Kanalantagonisten TTX unterdrücken. Als Ursache der
Oszillationen wird daher ein nicht- inaktivierender Natriumstrom INaP

oder INaW
in

Verbindung mit den „passiven “ Membraneigenschaften vorgeschlagen.

3. Im Gegensatz zu den Membranpotentialoszillationen wird die Impedanzresonanz der
Neurone durch den H- Strom, der durch Cäsium und vor allem ZD7288 blockierbar
ist, erzeugt.

4. Die Impedanzresonanz wird in ihrer Ausprägung in spannungsabhängiger Weise mo-
duliert. Bei depolarisierten Meßpotentialen wirkt der gesamte Natriumstrom ver-
stärkend auf die Resonanzgröße und beeinflußt auch die Resonanzfrequenz. Dagegen
wirkt bei negativeren Membranpotentialen der Strom durch einwärtsgleichrichtende
Kaliumkanäle dämpfend auf die Resonanz, ohne deren Frequenz zu beeinflussen.

5. Eine Veränderung der H- Kanalkinetik durch Erhöhung der intrazellulären cAMP-
Konzentration durch Applikation des β1-adrenergen- Rezeptoragonisten Isoprotere-
nol führte zu einer leichten Verringerung der Resonanzfrequenz bei depolarisierten
Meßpotentialen.

6. Die Frequenz der Membranpotentialoszillationen konnte durch die Applikation von
Barium leicht verringert werden. Die Blockierung des H- Stroms hatte keinen Einfluß
auf die Oszillationen.

Die pharmakologischen Untersuchungen belegen, daß beide Phänomene auf unterschiedli-
che ionale Mechanismen zurückzuführen sind und unabhängig voneinander auftreten kön-
nen.

Die Untersuchung des Zusammenwirkens von synaptischen Potentialen mit künstlich er-
zeugten Membranpotentialoszillationen zeigte, daß vor allem die Phasenlage der EPSPs
zur Oszillation eine für das Auslösen von Aktionspotentialen kritische Eigenschaft ist und
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somit zur Synchronisation von neuronaler Aktivität beitragen kann. Die Impedanzreso-
nanz scheint bei zeitlich weit auseinanderliegenden synaptischen Potentialen keine Rolle
zu spielen. Im Integrationsprozess der großen Anzahl von exitatorischen und inhibitori-
schen postsynaptischen Potentialen, die ständig die Zelle erreichen, könnte jedoch das
Resonanzverhalten der Membranimpedanz eine Verstärkung bestimmter Eingangsmuster
unterstützen.



Anhang A

Die Taylor-Entwicklung

Die einfachste Gestalt der Taylor-Entwicklung ist der Mittelwertsatz der Differentialrech-
nung:

f (x + ∆x) = f (x) + ∆x · f ′ (x + Θ ·∆x) (A.1)

Die allgemeine Formel zur Taylor-Entwicklung lautet:

f (x + ∆x) = f (x) +
∆x

1!
· f ′ (x) +

∆x2

2!
· f ′′ (x) + · · ·+ ∆xn

n!
· f (n) (x) + Rn (x)

=
n∑

ν=0

f (ν) (x)

ν!
(x− x0)

ν + Rn (x) (A.2)

Mit dem Rest Rn(x):

Rn (x) =
∆xn+1

(n + 1)!
· f (n+1) (x + Θ ·∆x) (A.3)

Die Taylor-Entwicklung einer Funktion ist nur zulässig, wenn gilt:

lim
n→∞

Rn (x) = 0 (A.4)

In vielen Fällen genügt die lineare Näherung:

f (x + ∆x) ≈ f (x) + ∆x · f ′(x) (A.5)

Ist die zu nähernde Funktion mehrdimensional, so muß die Taylor-Entwicklung für mehrere
Variablen angewendet werden:

f (x, y) =
r∑

k=0

1

k!
·
{[

(x− x0)
∂

∂x
+ (y − y0)

∂

∂y

]k

f

}
(x0, y0) + Rr (x, y) (A.6)

Dabei gilt folgende Definition (mit lim
r→∞

Rr (x, y) = 0):

[
(x− x0)

∂

∂x
+ (y − y0)

∂

∂y

]k

f ≡
k∑

i=1

(
k
i

)
· (x− x0)

i · (y − y0)
k−i · ∂kf

∂xi∂yk−i
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Anhang B

Taylor-Entwicklung der Kanalkinetik

Aktivierungskinetik des Kaliumstroms:

dn

dt
= α · (1− n)− β · n
= α− n · (α + β) (B.1)

Nach der Gleichung für die mehrdimensionale Taylor-Entwicklung gilt:

δ
dn

dt
=

(
∂ dn

dt

∂α

)
· ∂α +

(
∂ dn

dt

∂β

)
· δβ (B.2)

Einsetzen der Definitionen und Ausdifferentieren der Klammern ergibt:

∂ (α− n · (α + β))

∂α
= 1−

(
(α + β) · ∂n

∂α
+ n

)
(B.3)

∂ (α− n · (α + β))

∂β
= −

(
(α + β) · ∂n

∂β
+ n

)
(B.4)

Zusammen mit der ursprünglichen Gleichung erhält man das gesuchte Ergebnis:

δ
dn

dt
= δα · n− δα ·

(
(α + β) · ∂n

∂α

)
− ∂β · n− ∂β ·

(
(α + β) · ∂n

∂β

)

= δα− (δα + δβ) · n− (α + β) · δn (B.5)

δn =
∂n

∂α
· δα +

∂n

∂β
· δβ (B.6)
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Anhang C

Ionenkanalkinetik im Fourier-Raum

Gleichung zur Beschreibung der Kinetik A eines Ionenkanals im Zwei-Zustandsmodell nach
Hodgkin-Huxley:

d
δA

dt
=

[
(1− A) · dα

dV
− A · dβ

dV

]
· δV − (α + β) · δA

(α + β) · δA +
d

dt
δA =

[
(1− A) · dα

dV
− A · dβ

dV

]
· δV (C.1)

Nach der Definition der Fourier-Transformation S̃(f) =
∞∫
−∞

s(t) · e−iωtdt lautet die Fre-

quenzdarstellung dieser Gleichung:

(α + β) · δÃ + i · ω · δÃ =

[
(1− A) · dα

dV
− A · dβ

dV

]
· δṼ (C.2)

Der in der Zeitdarstellung auftauchende Operatorterm d
dt

wird dabei durch die komplexe
Frequenz i·ω ersetzt. Dies ergibt sich auf folgende Weise:

d

dt

(
A · e−iωt

)
=

dA

dt
· e−iωt + A · d (e−iωt)

dt

=
dA

dt
· e−iωt − i · ω · A · e−iωt (C.3)
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mit
∞∫

−∞

d

dt

(
A · e−iωt

)
dt −→ 0

∞∫

−∞

dA

dt
· e−iωtdt −→ d

dt
Ã

∞∫

−∞

i · ω · A · e−iωtdt −→ i · ω · Ã

=⇒ d

dt
Ã = i · ω · Ã

Zusammen mit der fouriertransformierten Taylor-Entwicklung der Membranstromgleichung. . .

δĨ = Ḡ · A · δṼ + G (V − E) · δÃ (C.4)

. . . erhält man die Admittanz eines spannungs- und zeitabhängigen Ionenkanals im Fou-
rierraum:

1

Z
=

δĨ

δṼ
= Ḡ · A +

Ḡ · (V − E) ·
[

dα
dV
− A · (α+β)

dV

]

(α + β) ·
(
1 + i · ω · 1

α+β

) (C.5)
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