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Der menschliche Korper ist ein Wunderwerk — und
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kompletter Organismus mit Milliarden unterschied-
lich spezialisierter Zellen und Tausenden ineinander-
greifender Regelkreise wird, ist noch lange nicht
verstanden — und die Frage, wie dieses wohlgeord-
nete System bei Krankheiten durcheinandergerat,
ist Gegenstand intensiver Forschung. Phdnomen
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Realitat? Haben Gorillas Humor? Dieses schillernde
Buch prasentiert zehn ganz unterschiedliche wissen-
schaftliche Ratsel, fiir die die Forschung noch keine
Losung gefunden hat oder deren Kldrung immer wie-
der "in den ndchsten zehn Jahren" erwartet wird.
Erfahren Sie in diesem mit einem Augenzwinkern
geschriebenen Werk, warum es bisher nicht gelungen
ist, jene Wissensllicken zu schlieBen, und wie die
Wissenschaftler an die teils groBen, weltbewegenden,
teils kleinen, alltagsnahen Fragen herangehen.
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Das Ende der Sterblichkeit

Das Streben nach Unsterblichkeit, nach ewiger Jugend
zieht sich durch die gesamte Menschheitsgeschichte.
Aber erst in den letzten Jahrzehnten haben die medizi-
nischen Wissenschaften so rasante Fortschritte gemacht,
dass heute manch einer der Ansicht ist, der erste
Mensch, der 1000 Jahre alt werde, sei bereits geboren.
,Das Ende der Sterblichkeit" zeichnet nicht nur die
facettenreiche Geschichte unserer Unsterblichkeitsob-
session nach, sondern liefert auch eine spannende
Momentaufnahme der Versuche, diesen Traum zu ver-
wirklichen.
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Wir wissen mehr Uber unseren Kérper als jemals zuvor;
warum gibt es trotzdem noch so viele offene Fragen,
wie z. B. warum Mdnner Brustwarzen haben. Dieses
Buch beantwortet viele dieser Fragen, indem es unsere
biologische Herkunft verfolgt, nicht vom Affen her,
sondern viel friiher beginnend: beim Fisch. Leicht ver-
standlich und faszinierend deckt dieses Buch auf, welche
Eigenschaften wir von unseren Fisch-, Amphibien- und
Reptil-Vorfahren sowie von vierbeinigen Saugetieren
und Primaten geerbt haben.

Der € (A)-Preis ist uns vom dortigen Importeur als Mindestpreis genannt worden. Der sFr-Preis ist eine unverbindliche Preisempfehlung.

P per Post: Springer Verlag Heidelberg S
Kundenservice Biicher ¢ Haberstrasse 7 ¢ D- 69126 Heidelberg

Krankheitserreger: nicht Feinde, sondern
Partner des Menschen?

Lo
S

£l
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Wir empfinden Krankheit als unseren
Feind, Keime und Infektionen als etwas,
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neu zu iberdenken. Fir sie ist Krankheit
unser Partner, nicht unser Feind. Anhand
neuester Forschungsergebnisse und
ungewshnlicher Studien beschreibt die
Autorin die Bedeutung von Krankheit.
Ihr Buch bringt letztendlich unser Bild
vom ,bdsen Parasiten” gehdrig ins
Wanken.
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G. J. Sawyer et al.
Der lange Weg zum Menschen

Zum ersten Mal kénnen Sie in diesem Buch samtlichen unserer
ausgestorbenen Vorfahren in Form lebensnaher Rekonstruktionen
Auge in Auge gegeniibertreten. Die Abbildungen — spektakuldre,
dreidimensionale, unter wissenschaftlichen Gesichtspunkten re-
konstruierte Menschenvorfahren in ihrer nattrlichen Umgebung
machen die Evolution des Menschen zu einem noch anschauliche-
ren Erlebnis als die tiblichen Knochen- und Skelettprasentationen.
Anhand ausfiihrlicher Beschreibungen kann sich der Betrachter in
die jeweiligen Lebensbedingungen dieser 22 verschiedenen Vor-
und Friihmenschen hineinversetzen.

Einmalige 3D-Rekonstruktionen zeigen 22 verschiedene Vor- und
Friihmenschen in ihrer nattirlichen Umgebung.
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OPTISCHE MESSUNG NEURONALER NETZWERKDYNAMIK IN 3D

Optische Messung neuronaler
Netzwerkdynamik in 3D

Werner Gobel und Fritjof Helmchen

Zusammenfassung

Die Funktionsweise des Gehirns beruht auf komplex verschalteten Netzwerken von
Nervenzellen und umgebenden Gliazellen. Die Erregungsmuster in diesen Netzwerken
bilden die Grundlage fiir die Verarbeitung sensorischer Reize, fiir Gedédchtnisbildung,
und fiir Verhalten. Die Messung der raumlichen und zeitlichen Aktivititmuster in neu-
ronalen Netzwerken im lebenden Gehirn ist daher ein wesentliches, bisher jedoch un-
vollstindig erreichtes Ziel der Hirnforschung. Elektrische Ableitverfahren ermoglichen
zumeist nur punktuelle Messungen und auch optische Verfahren zur in vivo Darstellung
zellulirer Aktivitit, wie die 2-Photonen-Laserscanning-Mikroskopie, sind im Hinblick
auf Geschwindigkeit und Bildfeld begrenzt. Insbesondere wird beim konventionellen,
rasterformigen Laserscanning die dreidimensionale Struktur neuronaler Schaltkreise
im Hirngewebe nicht beriicksichtigt. Hier prisentieren wir neuartige Laserscanning-
verfahren, die mithilfe mechanischer Schwingungen des Mikroskopobjektivs schnelle
funktionelle Bildgebung in 3D erméglichen. Die neuen Methoden erlauben Aufnahmen
von 3D-Aktivititsmustern in lokalen Netzwerken von mehreren hundert Zellen sowie
neue Blickwinkel auf Erregungsmuster in einzelnen Neuronen. Sie eréffnen damit neue
Moglichkeiten der in vivo Untersuchung neuronaler Schaltkreise.

Abstract

Optical 3D measurement of neuronal network dynamics

Brain function emerges from highly interconnected networks of neurons and surround-
ing glial cells. Dynamic activation patterns in these networks form the basis for sensory
integration, memory formation and behavior. Measurement of the spatiotemporal
activation patterns in neuronal networks therefore is a foremost goal of neuroscientific
research, which has been, however, incompletely reached so far. Electrical recordings
mostly enable selective measurements and even optical methods for in vivo imaging of
neural activity, such as 2-photon laser scanning microscopy, are limited with respect
to speed and field-of-view. In particular conventional raster-like scanning approaches
neglect the three-dimensional organization of neuronal networks. Here we present novel
laser scanning approaches, which use mechanical vibration of the microscope objective
to enable fast 3D imaging. The new methods permit 3D measurement of the activity
patterns in local networks of several hundred cells as well as new viewing angles on
the excitation patterns within individual neurons. They thus open new possibilities for
the in vivo investigation of neuronal circuits.

Key words: neuron; network; imaging; two-photon; calcium; in vivo

Neuronale Netzwerke: Bausteine des
Gehirns

also die Bereitschaft elektrische Spannung-
simpulse (,,Aktionspotenziale*) auszuldsen,
sobald die gesamthafte Erregung durch die

Unser Gehirn besteht aus Milliarden von  synaptischen Eingangssignale vorgeschal-

Nervenzellen (,,Neuronen®), die durch Tau-
sende von synaptischen Verbindungen pro
Zelle zu hochkomplexen Netzwerken ver-
schaltet sind. Diese neuronalen Netzwerke
sind zusétzlich in Netzwerke von Gliazellen
eingebettet, die den Energichaushalt regu-
lieren, Reparaturaufgaben bewerkstelligen
und mit den Neuronen kommunizieren.
Eine wichtige besondere Eigenschaft der
Neurone ist ihre elektrische Erregbarkeit,
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teter Neurone einen bestimmten Schwell-
wert iibersteigt. An dieser synaptischen
Integration sind insbesondere die Zellfort-
sdtze (,,Dendriten”) der Neurone wesentlich
beteiligt. Die erzeugten Aktionspotenziale
werden dann an nachgeschaltete Neurone
weitergeleitet und dort mit anderen synap-
tischen Eingédngen verarbeitet.

Im zentralen Nervensystem lassen sich
mindestens zwei Netzwerkebenen unter-

scheiden: Erstens, die Ebene der lokalen
neuronalen Schaltkreise, welche typischer-
weise zehntausende bis hunderttausende
Neurone in Volumina von weniger als
einem Kubikmillimeter umfasst. Auf dieser
Ebene finden sich insbesondere eine Vielfalt
von erregenden oder hemmenden lokalen
Interneuronen. Eine zweite, libergeordnete
Ebene bildet die langreichweitige Vernet-
zung solcher lokalen Schaltkreise durch
zumeist erregende Nervenleitungen. Das
komplexe Zusammenspiel der spezifischen
Aktivitdtsmuster in den lokalen Netzwerken
einerseits und der globalen Erregungswei-
terleitung und -verarbeitung andererseits
bildet letztlich die Grundlage von Sin-
neswahrnehmung, Gedéchtnis, Emotion,
sowie von Planung und Ausfithrung von
Verhalten.

Um den komplexen Zusammenhang
kognitiver Prozesse mit der zugrunde
liegenden Netzwerkaktivitdt zu verstehen,
ist eine moglichst umfassende, zeitlich
und rdumlich aufgeldste Messung der
neuronalen Aktivitdt in definierten Hirn-
arealen erforderlich. Wiahrend moderne
bildgebende Verfahren wie das funktio-
nelle Magnet-Resonanz-Imaging (fMRI)
die grobe Darstellung der Aktivierung
verschiedener Hirnareale erlaubt, sind
Messungen der lokalen Netzwerkaktivitat
im intakten Organismus (in vivo) immer
noch sehr schwierig. Bisherige elektrische
Messverfahren mithilfe extrazelluldrer
Elektroden ermdglichen zwar Ableitungen
von mehreren Dutzend Nervenzellen; diese
Methode erlaubt jedoch kein vollstidndiges
Erfassen der lokalen Netzwerkdynamik,
z.B. in einem Hirnrindenareal, da nur ein
verstreuter Bruchteil der Neurone gemessen
werden kann und zumal eine Identifizierung
der abgeleiteten Neurone schwierig ist.
Intrazelluldre Ableitungen in Hirnschnitt-
préaparaten (in vitro) liefern wertvolle Daten
iiber die Eigenschaften einzelner Neurone
und synaptischer Verbindungen; ihre in vivo
Anwendung ist jedoch zumeist auf einzelne
Neurone beschrinkt. Alternativ konnen
inzwischen verschiedene optische Verfah-
ren, insbesondere Fluoreszenzmikroskopie,
zur Charakterisierung neuronaler Aktivitit
in lebenden Tieren benutzt werden. Diese
Methoden haben sich in den letzten Jahren
sehr stark weiterentwickelt und erlauben
mittlerweile in vivo Messungen der Erre-
gungsmuster in lokalen neuronalen Popu-
lationen. Im Folgenden geben wir einen
kurzen Uberblick iiber die neuen optischen
Verfahren und stellen dann eine Methode
vor, welche die Erweiterung der Messung
lokaler Netzwerkdynamik auf drei Dimen-
sionen ermoglicht.
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Mikroskopische Einblicke ins Gehirn

Die meisten Mikroskopieverfahren zur Mes-
sung neuronaler Dynamik beruhen auf Fluo-
reszenzfarbstoffen, die ihre Fluoreszenzeigen-
schaften in Abhéngigkeit einer physiologischen
GroBe andern. Die am héufigsten verwendeten
Farbstoffe sind sogenannte ,,Kalziumindika-
toren®, die auf Erhohungen der intrazellularen
Kalziumkonzentration mit einer Anderung
ihrer Fluoreszenzintensitét reagieren. Im Ver-
gleich zu anderen funktionellen Farbstoffen
zeichnen sich Kalziumindikatoren durch ein
vergleichsweise hohes Signal-Rausch-Ver-
héltnis aus. Aufer zur Untersuchung kalzium-
abhéngiger Prozesse sind Kalziumindikatoren
insbesondere zum optischen Nachweis von
Nervenzellimpulsen sehr gut geeignet. Jedes
Aktionspotenzial in einer Nervenzelle ist mit
einem kurzem Einstrom von Kalziumionen in
die Zelle verbunden, der zu einer kurzfristigen,
voriibergehenden Erhdhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration fiihrt (Abbildung 1).
Diese sogenannten ,,Kalziumtransienten® sind
durch einen steilen Anstieg innerhalb weniger
Millisekunden gekennzeichnet und durch einen
anschlieenden angenéhert exponentiellen Ab-
fall zurlick zur Ruhe-Kalziumkonzentration.
Die Abklingzeit der Kalziumtransienten hangt
von intrinsischen Eigenschaften der Zelle ab
(z.B. der Dichte und Stirke von Kalzium-
pumpen und Kalziumpuffern) aber auch vom
verwendeten Indikatortyp. Bei hochempfind-
lichen Kalziumfarbstoffen wie dem haufig
verwendeten Oregon-Green-BAPTA 1 klingt
das Fluoreszenzsignal nach einem einzelnen
Aktionspotenzial innerhalb mehrerer hundert
Millisekunden ab (Kerr et al. 2005).
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Abb. 1: Optische Messung neuronaler Aktivitatsmuster mithilfe von Kalziumindikatoren.
Links: In vivo 2-Photonen-Aufnahme einer Zellpopulation in Schicht 2 der Hirnrinde einer
Maus. Alle Zellen wurden unspezifisch mit einem griinen Kalziumindikator gefarbt. Astro-
zyten wurden mit einem roten Farbstoff gegengefarbt und erscheinen gelb-orange. Rechts:
Spontane Kalziumtransienten in den drei gekennzeichneten Zellen, dargestellt als relative
Fluoreszenzanderungen (AF/F). Die vermutlich zugrunde liegende Aktionspotenzialmuster

sind ebenfalls eingezeichnet.

Erst vor wenigen Jahren ist eine geeignete
Farbemethode entwickelt worden, um in einem
umschriebenen Gewebevolumen im intakten
Gehirn alle Zellen mit einem Kalziumindikator
anzufdrben (Stosiek et al. 2003). Dies gelang
durch die Anwendung eines seit langem in
vitro verwendeten Verfahrens, bei dem die
Kalziumindikatormolekiile zunéchst in mem-
brandurchldssiger Form vorliegen, dann aber
durch chemische Modifizierung innerhalb
der Zellen ,gefangen’ werden (siche Exkurs
1). Inzwischen hat sich dieses Verfahren zu
einem Standardverfahren fiir die funktionelle
in vivo Anfarbung von Neuronenpopulationen
entwickelt (Garaschuk et al. 2006a; Gobel
und Helmchen 2007). Neben der Anférbung

von Neuronen ist auch die Anfarbung und
Identifizierung von Gliazellen méglich, so-
dass sich zusétzlich neue Moglichkeiten zur
optischen Untersuchung von Glia-Aktivitdt
und ihrem Zusammenhang mit neuronaler
Aktivitét ergeben.

Verschiedene Mikroskopieverfahren wer-
den zur Messung von Kalziumtransienten in
Neuronen angewendet. Kamerasysteme oder
die Konfokalmikroskopie erlauben die Mes-
sung von Einzelzell- und Netzwerkaktivitdt in
Hirnschnittpraparaten. Diese Techniken haben
allerdings den Nachteil, dass sie aufgrund
der starken Lichtstreuung von biologischem
Gewebe nur eingeschrénkt in vivo angewandt
werden konnen. Den Durchbruch fiir hochauf-
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OPTISCHE MESSUNG NEURONALER NETZWERKDYNAMIK IN 3D

Exkurs 1

Funktionelle Farbung neuronaler
Netzwerke

Lange Zeit stellte das Anfirben neuronaler
Netzwerke mit Kalziumindikatoren in vivo
eine Herausforderung dar. Bereits Anfang
der 1980er Jahre war eine Methode entwi-
ckelt worden, um grof3e Zellpopulationen in
Zellkulturen und spéter in Hirnschnittpra-
paraten anzufdrben (Tsien 1981). Doch erst
im Jahr 2003 konnte diese Farbemethode
erfolgreich auflebende Gehirne in betdubten
Tieren Ubertragen werden (Stosiek et al.
2003). Das Prinzip der Methode besteht
darin, dass eine chemisch abgewandelte
Form des Kalziumindikators verwendet
wird. Dabei sind die geladenen Molekiilteile
durch Estergruppen maskiert, sodass der
Indikator membrandurchléssig wird. Fiir
die in vivo Anfarbung wird der Indikator in
dieser Form mittels einer Mikropipette direkt
in das Gewebe injiziert, z.B. in die oberen

16sendes in vivo Imaging brachte die sogenann-
te ,,Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie®,
ein Laserscanningverfahren, das Zellen und
ihre Aktivitit in stark streuendem Gewebe,
z.B. in der intakten Hirnrinde, sichtbar machen
kann (siehe Exkurs 2). Mit dem Aufkommen
der in vivo 2-Photonen-Mikroskopie Mitte der
90er Jahre und der Entwicklung der Populati-

Schichten der Hirnrinde. Nach passiver Dif-
fusion der Farbstoffmolekiile in die Zellen
werden dann die Estergruppen durch in der
Zelle vorhandene Enzyme gespalten. Die
nun wieder geladenen Indikatormolekiile
konnen die Zellmembran nicht mehr pas-
sieren und bleiben in den Zellen ,gefangen’.
Aufgrund dieses Mechanismus ergibt sich
bei dieser Methode eine unspezifische Far-
bung groBer Zellpopulationen von mehreren
tausend Zellen in Volumina von etwa 0.5 mm
Durchmesser. Durch geeignete Methoden
der Gegenfarbung lassen sich zusétzlich
bestimmte Zelltypen unterscheiden. Der rot
fluoreszierende Farbstoff Sulforhodamine
101 (SR101) beispielsweise wird in der
Hirnrinde spezifisch von Astrozyten —einem
Typ von Gliazellen — aufgenommen, sodass
Astrozyten bei einer Populationsfarbung mit
griin fluoreszierendem Kalziumindikator
vom tibrigen Gewebe unterschieden wer-
den konnen (Nimmerjahn et al. 2004). Ein
genaues Protokoll der Populationsfarbung
findet sich in (Garaschuk et al. 2006b).

onsfarbetechnik im Jahre 2003 ergab sich zum
ersten Mal die Moglichkeit, Aktivititsmuster
in lokalen neuronalen Netzwerken direkt in
vivo zu beobachten.

Eine erste Anwendung der neuen Mdog-
lichkeiten zur in vivo Messung von Netz-
werkaktivitdt waren Untersuchungen der
mikroanatomische funktionellen Organisation

5 pm
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Abb. 2: In vivo 2-Photonen-Mikroskopie und Laserscanningverfahren. (A) Mikroskopaufbau fiir
schnelles 3D-Laserscanning. Zwei Scanspiegel lenken den Laserstrahl in xy-Richtung ab, ein

piezoelektrisches Fokussierelement dient dazu, das Mikroskopobjektiv in sinusformige Schwin-
gung zu versetzen. Das Fluoreszenzlicht wird in einen roten und griinen Detektionskanal aufge-

teilt. (B) Links: Konventionelles 2D-Rasterscanning. Rechts: Eine geschlossene 3D-Scanlinie
ermoglicht Messungen von dreidimensional verteilten Zellpopulationen. Der Weg des Laser-
fokus ist jeweils als schwarze Linie eingezeichnet. (C) Links: Referenzbildstapel eines ge-
farbten zellularen Netzwerks in der Hirnrinde. Rechts: Spiralformige 3D-Scanlinie. Drei farbige
Volumina zur Zuordnung der Fluoreszenz zu einzelnen Zellen sind exemplarisch eingezeichnet.
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der sensorischen Hirnrinde in betéubten Ratten
und Katzen. Im visuellen Kortex konnten zum
Beispiel Gruppen von Neuronen identifiziert
und ihre raumliche Anordnung charakterisiert
werden, die auf die Orientierung visueller
Reize im Bildfeld empfindlich sind (Ohki et
al. 2005; Ohki et al. 2006). Ebenso konnten im
somatosensorischen Kortex von Nagern zellu-
lare Erregungsmuster beschrieben werden, die
fiir die Verarbeitung von Schnurrhaar-Reizen
verantwortlich sind (Kerr et al. 2007; Sato et
al. 2007). Insgesamt steht man jedoch erst am
Anfang einer eingehenderen Untersuchung der
Aktivitdtsmuster in der Hirnrinde und anderen
Hirnregionen.

Dreidimensionales Laserscanning

Eine wesentliche Einschrinkung der beschrie-
benen Methode war bisher, dass die Messung
der Kalziumtransienten auf Neuronengruppen
in einer einzelnen Bildebene beschrinkt blieb.
Der Grund hierfiir ist die begrenzte zeitliche
Auflosung der verwendeten Laserscanning-
verfahren. So stellt die gleichzeitige Messung
von schnellen Fluoreszenzsignalen in vielen
Zellen eine Herausforderung fiir die Zwei-
Photonen-Mikroskopie dar. Konventioneller-
weise werden Fluoreszenzianderungen dadurch
gemessen, dass eine Zeitserie von Bildern
aufgenommen wird, wobei der Laserstrahl-
fokus wiederholt ein rasterformiges Muster
durchlduft (Abbildung 2). Ein solcher ,Raster-
scan’ ermdglicht Aufnahmen mit 15 Bildern
pro Sekunde und mehr, einer ausreichenden
Rate, um die kurzen Kalziumtransienten, die
mit einzelnen Aktionspotenzialen einherge-
hen, aufzul6sen. Allerdings bleiben schnelle
Rastermessungen auf relativ wenige Zellen
beschrinkt, sodass nur ein kleiner Ausschnitt
der dreidimensionalen (3D) Aktivitdtsmuster
erfasst wird. Die konventionelle Aufnahme
von 3D-Bildstapeln zur Darstellung von Ge-
webevolumina ist zwar flir die Bestimmung
morphologischer Verdnderungen anwendbar,
fiir dynamische Messungen von Zellaktivitat
jedoch zu langsam.

Kiirzlich konnten wir die Beschréankung auf
2D-Aufnahmen durch die Entwicklung eines
neuen Laserscanningverfahrens iiberwinden
(Gobel et al. 2007). Dieses Verfahren ermog-
licht schnelle Fluoreszenzmessungen von
Zellpopulationen in 3D und die anschlieBende
Visualisierung der gemessenen 3D-Aktivi-
tatsmuster. Das Prinzip der Methode beruht
auf einer geschlossenen, dreidimensionalen
Scanlinie, welche wiederholt vom Fokus des
Laserstrahls abgefahren wird (Abbildung 2).
Zur Erzeugung der 3D-Abtastlinie benutzen
wir zwei konventionelle, galvanometrisch
betriebene Scanspiegel fiir die Ablenkung
des Laserstrahls in der xy-Ebene sowie als
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zusétzliche Komponente ein piezoelektrisches
Fokussierelement zur Bewegung des Mikro-
skopobjektivs in z-Richtung (entlang der op-
tischen Achse). Mithilfe des piezoelektrischen
Elements kann das Objektiv in sinusformige
Schwingung versetzt werden (bis zu 0.4 mm
Auslenkung). Der groBe Vorteil hierbei ist,
dass Schwingungsfrequenzen von mehr als
10 Hz erreicht werden konnen. Abgestimmt
auf diese Schwingung in z-Richtung werden
dann die Signale fiir die Auslenkung des
Laserfokus in der xy-Ebene berechnet. Um
schnelle Abtastraten in 3D zu erreichen, muss
allerdings rdumliches Auflésungsvermogen
zugunsten einer hoheren Zeitauflosung auf-
gegeben werden. Dies erfordert eine Abkehr
von rasterformigen xy-Scanmustern und die
Benutzung alternativer Scanmuster. Geeignete
dreidimensionale Muster konnen zum Beispiel
durch sich 6ffnende und schlieende Spiralen
realisiert werden (Abbildung 2). Die Dichte
der Spiralen und die Anzahl der durchfahrenen
Spiralen pro z-Schwingung bestimmen dabei
die rdumliche Abtastdichte des gemessenen
Volumens. Eine andere Moglichkeit ist, die
verschiedenen Zellkorper gezielt in einer Art

Achterbahnfahrt abzufahren. Das Hauptziel
ist dabei immer, moglichst viele Zellkorper
zu treffen, um ein méglichst komplettes Bild
der lokalen Netzwerkaktivitit zu erzielen.
Wir konnten zeigen, dass fiir Volumina von
bis zu 250 Mikrometer Seitenlédnge mehr als
90% der enthaltenen Zellkorper abgetastet
werden, typischerweise 300-500 Zellen. Zum
ersten Mal ermdglicht die neue Methode somit
Aktitivitsmessungen in lokalen neuronalen
Netzwerken von mehreren hundert Zellen
mit einer Zeitauflosung von zehn Messungen
pro Sekunde.

Darstellung von 3D Netzwerkaktivitat

Abbildung 3 zeigt ein Beispiel einer 3D-Kal-
zium-Messung in der Schicht 2 der Hirnrinde
einer narkotisierten Ratte. Zur Auswertung der
Netzwerkaktivitit miissen die Kalziumsignale
den jeweiligen Zellen zugeordnet werden.
Die Aufnahme eines konventionellen 3D-
Bildstapels als Referenz ermdglicht es dabet,
die Position einzelner Zellen sowie die anato-
mische Struktur des gemessenen Volumens zur
3D-Scanlinie in Beziehung zu setzen. Durch
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Abb. 3: Visualisierung dreidimensionaler Netzwerkdynamik. (A) Beispielhaft gezeigte Zeit-
verlaufe der Kalziumsignale in vier Neuronen (schwarz) und vier Astrozyten (blau). Extra-
zellulare Strominjektion diente zur Stimulation des Netzwerks zu definierten Zeitpunkten
(rot). Neuronale Kalziumtransienten korrelieren mit der Stimulation wahrend Astrozyten
wellenartige, langsame Kalziumsignale zeigen. (B) 3D-Visualisierung des gemessenen Ak-
tivitatsmusters wahrend einer Gliawelle (oben) und wahrend elektrischer Stimulation der
neuronalen Population (unten). Modifiziert nach Gobel et al. (2007).
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OPTISCHE MESSUNG NEURONALER NETZWERKDYNAMIK IN 3D

A
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Abb. 4: 3D-Scanverfahren zur Aufnahme dendritischer Aktivitatsmuster. (A) Beliebige Drehung
der Bildebene in 3D mittels zweier Rotationen. (B) Schematischer Aufbau der Kleinhirnrinde.
Die Bildebene kann auf die flachen Dendriten von Purkinjezellen ausgerichtet werden (MS-Mo-
lekularschicht, PS-Purkinjezellschicht, KS-Kornerzellschicht, KF-Kletterfaser). (C) Seitenaufnah-
me einer Purkinjezelle in vivo. Dendritisches Aktivitatsmuster wahrend Kletterfaseraktivierung
(unten). Die Farbe reprasentiert die Hohe des gemessenen Kalziumsignals. (D) Bandformiges
Scanverfahren zur Messung dendritischer Erregungsmuster in Pyramidalzellen in der Hirnrinde.
In der aufgefalteten Version des Scanbands erscheinen Dendriten als vertikale, leicht schrage
Linien, die spontane Kalziumsignale zeigen. Modifiziert nach Gobel und Helmchen (2007b).

geeignete Wahl dreidimensionaler , Volumes
of Interest* (VOI, Abbildung 2) konnen alle
Segmente der 3D-Scanlinie, welche innerhalb
eines bestimmten Zellkorpers liegen, dieser
Zelle zugeordnet werden. Durch gleichzeitige
Gegenfirbung der Astrozyten mit dem roten
Fluoreszenzfarbstoff SR101 konnen Gliazel-

Exkurs 2

In vivo 2-Photonen-Mikroskopie

Die 2-Photonen-Mikroskopie wurde vor tiber
15 Jahren von Denk et al. entwickelt (Denk
et al. 1990). Der Aufbau eines 2-Photonen-
Mikroskops dhnelt im Wesentlichen dem
eines konfokalen Laserscanningmikroskops,
die wesentliche Neuerung besteht allerdings
in der Art der Fluoreszenzanregung: In einem
2-Photonen-Mikroskop werden Farbstoffimo-
lekiile durch die quasi-simultane Absorption
von Photonenpaaren angeregt, und strahlen
die angesammelte Energie wiederum als ein-
zelnes Fluoreszenzphoton ab. Das Konzept
der 2-Photonen-Mikroskopie wurde erst mog-
lich durch die Entwicklung leistungsstarker
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len und Neurone unterschieden werden. So
bekommt man zwei Datensitze an Kalzium-
signalen, einen flir die Astrozytenpopulation
und einen fiir die Neuronenpopulation. Eine
schematische Darstellung der dreidimensio-
nalen Netzwerkdynamik kann dann dadurch
erreicht werden, dass mithilfe einer 3D-

Laser, welche extrem kurze Lichtpulse von ca.
100 fs Dauer emittieren. Solche Lichtpulse wer-
den in einem 2-Photonen-Mikroskop durch ein
Objektiv hoher Brechkraft fokussiert. Aufgrund
der geringen Anregungswahrscheinlichkeit
und der nicht lineraren Abhangigkeit der An-
regung von Lichtintensitét entsteht Fluoreszenz
ausschlieBlich in einem Mikrometer grofien
Volumen direkt im Fokus des Laserstrahls. Die
meisten, typischerweise im sichtbaren Bereich
fluoreszierenden Farbstoffe erfordern eine
2-Photonen-Anregung durch Licht im nahen
Infrarotbereich. Damit ergeben sich fiir die
2-Photonen-Mikroskopie verglichen mit ande-
ren Mikroskopietechniken wie z.B. der Kon-
fokalmikroskopie eine Reihe von Vorteilen fiir
die Bildgebung in stark streuendem Gewebe:
Erstens kann effektiv alles gesammelte Fluores-

Software farbige Kugeln an den jeweiligen
3D-Zellkoordinaten platziert werden. Ein
Farbcode vermittelt die Hohe des Kalzium-
signals, wobei flir Neurone und Astrozyten
zwei unterschiedliche Farbskalen verwendet
werden (Abbildung 3). Die so rekonstruierte
Populationsaktivitdt vermittelt erstmals einen
direkten Einblick in den 3D-Aktivititszustand
eines lokalen neokortikalen Netzwerks.

Die Méglichkeit des schnellen z-Scanning
kann auch fiir andere Anwendungen niitzlich
sein. So konnten wir mit der gleichen Techno-
logie Varianten des Laserscanningverfahrens
entwickeln, die sich eignen, die dendritischen
Erregungsmuster in einzelnen Zellen sichtbar
zumachen (Abbildung 4). Dies wird besonders
deutlich am Beispiel der Purkinjezelle im
Kleinhirn, die mit ihrem flachen Dendriten-
baum in einer Parasagittalebene liegt. Durch
Anwendung zweier Rotationen sind wir nun
in der Lage, die Bildebene beliebig (und insbe-
sondere senkrecht) zu orientieren, sodass eine
direkte Ansicht der dendritischen Erregung
in vivo moglich wird (Gobel und Helmchen
2007). In einer weiteren Abwandlung der Me-
thode konnten wir zeigen, dass durch das Ab-
scannen einer gekriimmten Ebene die Aktivitat
in Dendriten von mehreren Pyramidenzellen
der Hirnrinde gleichzeitig gemessen werden
kann (Abbildung 4). Der Ubergang von 2D-
auf 3D-Messungen kann also in vielfacher
Hinsicht aufschlussreich sein.

Fazit und Ausblick

Das hier vorgestellte neue Laserscanningver-
fahren fiir die Zwei-Photonen-Mikroskopie
ermoglicht erstmals funktionelle in vivo
Aufnahmen neuronaler und glialer Netzwerk-
dynamik in 3D. Die Methode nutzt dabei die
Fortschritte bei der Anfarbung mit Kalzium-

zenzlicht als Signal verwendet werden, da es
eindeutig dem Fokuspunkt des Laserstrahls
zugeordnet werden kann. Eine Lochblende
vor dem Detektor wie in einem Konfokal-
mikroskop entfdllt. Zudem dringt nahes
Infrarotlicht tiefer in Gewebe ein als das zur
Konfokalmikroskopie verwendete sichtbare
Licht. Aufgrund dieser Besonderheiten ist
2-Photonen-Mikroskopie weniger anfillig
fiir Lichtstreuung und vorziiglich fiir die Un-
tersuchung stark streuenden Nervengewebes
in vivo geeignet (Helmchen und Denk 2005).
Als Laserscanning-Mikroskopietechnik kann
sich die 2-Photonen-Mikroskopie im Prinzip
verschiedenster Laserscanningverfahren be-
dienen, unter anderem der in diesem Artikel
vorgestellten neuen 3D-Scanningmethoden
(siehe auch (Gobel und Helmchen 2007)).
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indikatoren aus. Bisher wurden iiberwiegend synthetische Indi-
katoren eingesetzt. Genetisch codierte Kalziumsensoren, welche
auf fluoreszierenden Proteinen beruhen, sind eine aussichtsreiche
Alternative (Garaschuk et al. 2007; Young und Feng 2004). Sie
werden gegenwartig standig verbessert und werden voraussichtlich
bald verstarkt eingesetzt werden. Die gemessenen Kalziumsignale
spiegeln indirekt die Folge neuronaler Aktionspotenziale wieder.
Ein Zuriickrechnen der instantanen Rate der Aktionspotenziale
bzw. der Zeitpunkte der Aktionspotenziale kann im Prinzip durch
mathematische Methoden der Dekonvolution oder der Musterer-
kennung erfolgen (Kerr et al. 2005; Yaksi und Friedrich 2006).
Ein realistisches Ziel fiir die nahe Zukunft ist, die Empfindlichkeit
der Fluoreszenzaufhahme soweit zu verbessern, dass moglichst
jedes Aktionspotenzial detektiert wird. Dies wiirde eine komplette
quantitative Charakterisierung der Netzwerkdynamik erlauben, also
zum Beispiel die Analyse von Korrelationen zwischen Neuronen
oder Neuronengruppen.

Im Moment ist die Zeitauflosung der 3D-Laserscanningmethode
noch auf etwa zehn Messungen pro Sekunde beschrénkt. An-
dere Laserscanningverfahren, die zurzeit in Entwicklung sind,
versprechen sogar 3D-Populationsmessungen mit noch hoherer
Zeitauflosung (100 Messungen pro Sekunde und mehr). Diese
konnten zur Untersuchung von neuronalen Oszillationen und
synaptischer Plastizitdt sehr wichtig werden. Ein weiteres Ziel
ist die Unterscheidung von bestimmten Zelltypen, insbesondere
der hemmenden Interneurone. Dies kann zum Beispiel mithilfe
von genetischen Fluoreszenzmarkierungen erfolgen (Sohya et al.
2007). Weitere zukiinftige Anwendungen der vorgestellten Me-
thode konnten sich auch in Verbindung mit neuartigen, genetisch
codierten lichtaktivierbaren lonenkanélen ergeben (Zhang et al.
2007). Diese Proteine konnten es ermoglichen, den Erregungszu-
stand eines lokalen Netzwerkes nicht nur zu messen sondern auch
optisch direkt zu beeinflussen.

Abschlieend lésst sich sagen, dass weitere rasante Fortschritte
fiir Netzwerkmessungen zu erwarten sind. Die Entwicklung von
Fluoreszenzindikatoren und neuartigen Mikroskopietechniken ist
dabei eine entscheidende treibende Kraft. Es ist zu erwarten, dass
eine eingehendere Analyse von Netzwerkdynamik, basierend auf
in vivo erhobenen Daten, unser Verstindnis der Funktionsweise
des Gehirns nachhaltig erweitern wird.
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DAs INFLAMMASOM: ZENTRALE SCHALTSTELLE ZWISCHEN STRESSSIGNALEN ...

Das Inflammasom: zentrale Schalt-
stelle zwischen Stresssignalen und
der Entziindungsreaktion bei neuro-
degenerativen Erkrankungen?!

George Trendelenburg

Zusammenfassung

Die Entziindungsreaktion spielt eine entscheidende Rolle bei der zerebralen Ischiimie.
Fiir das Auslésen der Entziindung spielen proinflammatorische Zytokine wie das
Interleukin-1p (IL-1p) eine zentrale Rolle. Obwohl bekannt war, dass Caspase-1 fiir die
Prozessierung von IL-1f3 notwendig ist, blieben die vorgeschalteten Signaltransdukti-
onswege bis vor kurzem weitgehend unbekannt. Zuletzt ist mit der Charakterisierung
des Inflammasoms die Identifizierung des Multiprotein-Komplexes gelungen, der fiir
die Aktivierung der Caspase-1 verantwortlich ist. Die Aktivierung des Inflammasoms
kann aber nicht nur zur erhohten Interleukin-Sekretion, sondern auch zum Zelltod,
oder der Entwicklung eines stressresistenten Zustandes fiihren. Wihrend die Bedeu-
tung des Inflammasoms bei systemischen entziindlichen Erkrankungen bereits gut
belegt ist, bleibt die Bedeutung dieses Multiproteinkomplexes bei neurodegenerativen
Erkrankungen noch zu kliren. In dieser Ubersichtsarbeit sollen nicht nur die zugrunde
liegenden Theorien (z.B. danger theory) erdrtert werden, sondern auch die assoziierten
Signalwege, die zur Inflammasom-Aktivierung bei neurodegenerativen Erkrankungen
fithren konnen. Mogliche Auswirkungen der Entziindungsreaktion werden diskutiert
(z.B. neurodegenerativ versus neuroregenerativ).

Abstract

The inflammasome: central interface between stress signals and inflammatory reaction
in neurodegenerative diseases?!

The central role of caspase-1 activation and IL-1f3 production in acute brain injury has
been known since long time, but only recently has the multiprotein complex - the inflam-
masome - been characterised. The inflammasome activates pro-caspase-1 which in turn
processes IL-103; however it can also under specific conditions lead to cell death. It has
been shown that specific pathogens and endogenous signals activate different inflam-
masomes and yet, the exact contribution of each inflammasome in neurodegenerative
disorders remains to be resolved. Activation of the inflammasome in neurons may lead
directly to neuronal cell death, whereas at the same time activation within glial cells
may induce inflammatory responses or repair mechanisms. Future research should not
only focus on cell type specific and time wise activation patterns, but it should examine
the differential activation patterns of the various inflammasome types responsible for
regulating tissue damage during brain injury.

Key words: Inflammasome; Interleukin-1f3; cerebral ischemia; danger signal; cas-
pase-1

Rolle der Entziindungsreaktion bei
neurodegenerativen Erkrankungen

Bei akuter Hirnschiddigung wird eine Ent-
ziindungsreaktion ausgelost, die den loka-
len Gewebsschaden weiter fordert. Dabei
spielt die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems eine Schliisselrolle. Dem-
entsprechend findet sich bei nahezu allen
neurodegenerativen Erkrankungen eine mehr
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oder weniger stark ausgeprigte Aktivierung
dieses Systems.

Durch die vor allem von Mikroglia unter-
haltene Entziindungsreaktion werden neuro-
toxische Substanzen freigesetzt (Dirnagl et
al. 1999) und durch in vivo-Modelle konnte
gezeigt werden, dass das Ausmall der Ak-
tivierung des angeborenen Immunsystems
mit dem Ausmaf des neuronalen Schadens
korreliert.

Vor allem die sogenannten Toll-Rezeptoren
(toll-like receptors; TLRs) spielen eine
zentrale Rolle bei der Initiierung der Akti-
vierung des angeborenen Immunsystems,
und zwar nicht nur bei infektiésen Erkran-
kungen, sondern auch bei nicht-infektiosen
ZNS-Erkrankungen wie der zerebralen
Ischdmie. Demgemif erwies sich der Ver-
lust verschiedener Toll-Rezeptoren (TLRs)
in vivo beim ischdmischen Hirnschaden
als protektiv (Ziegler et al. 2007; Tang et
al. 2007).

Analog zu den membranstdndigen TLRs
wurden vor kurzem zytoplasmatische
Proteine charakterisiert, die auch in der
Lage sind, das angeborene Immunsystem
zu aktivieren. Diese Proteine gehdren zur
Familie der NLRs (nucleotide-binding oli-
gomerisation domain (NOD)-like receptor
proteins) und haben dhnliche Eigenschaften
wie die TLRs (Akira et al. 2004).

Trotz der Fiille an Daten, die fiir einen
schidigenden Einfluss der Entziindungsre-
aktion beim akuten Hirnschaden sprechen,
héufen sich in letzter Zeit die Anhaltspunkte
fiir einen gleichzeitig neuroprotektiven
Charakter. So kann ecine lokale, limitierte
Entziindungsreaktion auch zu einer be-
schleunigten Wundheilung fithren, kann
zur Gewebshomdostase beitragen und kann
dabei helfen, dass im Rahmen des Gewebs-
schadens gebildete toxische Substanzen
rascher abgebaut werden.

Endogene Aktivierungsmechanismen
des angeborenen Immunsystems

Bei infektiosen Erkrankungen wurden
bereits diverse Strukturen der korperfrem-
den Pathogene als sogenannte pathogen-
assoziierte molekulare Muster (pathogen-
associated molecular patterns oder PAMPs)
charakterisiert, die zur Aktivierung des
angeborenen Immunsystems fithren. Im
Gegensatz zu den korperfremden PAMPs
bei infektiosen ZNS-Erkrankungen miissen
bei nicht-infektiosen ZNS-Erkrankungen
(wie dem traumatischen Hirnschaden oder
der zerebralen Ischdmie) korpereigene Sub-
stanzen der Ausloser fiir die Aktivierung
des Immunsystems sein. Unter solchen
Umsténden kann die Aktivierung des Im-
munsystems also nicht einfach iiber einen
Unterscheidungsmechanismus zwischen
,fremd‘ und ,korpereigen‘ erfolgen.

Ein entsprechendes von Matzinger et al.
(2007) unter dem Namen danger theory
entwickeltes Modell postuliert das Vorhan-
densein von endogenen Gefahrensignalen
(sog. danger signals oder damage associated
molecular patterns [DAMPs]). Man stellt
sich vor, dass korpereigene Molekiile vom
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geschidigten Gewebe freigesetzt werden
und tiber spezielle Rezeptoren (z.B. TLRs)
das Immunsystem stimulieren. In der
Tat sind mittlerweile diverse endogene
Gefahrensignale identifiziert worden, die
offenbar die gleichen Rezeptoren wie die
korperfremden PAMPs benutzen.

Rolle der proinflammatorischen
Zytokine wie Interleukin-1 beim
akuten Hirnschaden

IL-1 mit seinen beiden Subtypen Il-la
und IL-1p wird als eines der wichtigsten
proinflammatorischen Zytokine angesehen
und aktiviert entweder direkt oder iiber
die Induktion anderer Zytokine wie IL-6
oder Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNFo) das
angeborene Immunsystem. Eine Vielzahl
von Beobachtungen belegt die zentrale
Rolle, die IL-1 bei der Entstehung des
akuten Hirnschadens spielt. IL-1 schadigt
Neurone indirekt iber die Aktivierung
glialer Zellen und der damit verbundenen
Freisetzung neurotoxischer Substanzen,
hat aber auch selber direkte neurotoxische

sowie neuroprotektive Eigenschaften (Al-
lan et al. 2005). Insgesamt scheinen die
bisherigen in vivo- und in vitro-Daten IL-1
jedoch eher fiir eine schddigende Rolle zu
sprechen und die Hemmung von IL-1 hat
protektiven Charakter (Allan et al. 2005;
Hara et al. 1997).

Obwohl beide Subtypen (II-1o.und IL-1f3)
dhnliche Funktionen ausiiben, betreffen
die meisten Befunde den Subtyp IL-1p.
Im Gegensatz zu IL-1a ist fiir die Akti-
vierung und Freisetzung von IL-1f jedoch
aktive Caspase-1 ndtig. Die Expression
von IL-1f ist primir iiber den NF-kB Si-
gnaltransduktionweg reguliert und dhnelt
der Transkriptionsregulation anderer pro-
inflammatorischer Zytokine.

Da neben IL-1f auch andere, Caspase-1-
unabhingige proinflammatorische Zytokine
wie TNF-a oder 11-6 einen wichtigen Bei-
trag bei der Initiierung der Entziindungs-
antwort liefern, stellt das im Folgenden
erlduterte Konzept des Inflammasoms als
zentrale Regulationseinheit nur ein Modell
darund ist allenfalls geeignet weitergehende
Hypothesen zu generieren.
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Abb. 1: Zusammensetzung des NALP3-Inflammasoms. Das murine NALP3-Inflammasom ist
aus den Proteinen NALP3, ASC und Caspase-1 zusammengesetzt. ASC interagiert liber die
Pyrin-Domane (PYD) mit dem NALP-Protein und iiber die CARD-Doméane mit der Caspase-1,
bzw. Pro-Caspase-1. Beim humanen NALP3-Inflammasom werden zwei Pro-Caspase-1-Mo-
lekiile (das zweite via CARDINAL) in enge Nachbarschaft gebracht, sodass nach Autoka-
talyse am Ende die katalytisch aktiven Anteile der Caspase-1 freigesetzt werden konnen.
NALP3 ist eine ATPase und bindet iiber seine NACHT (nucleoside triphosphatase [NTPase]
domain)-Doméane ATP. Aktivierte Caspase-1 schneidet die Vorlauferform von IL-1(3, namlich
pro-IL-18, in seine biologisch aktive Form IL-13. (TLRs: Toll-like receptors; ATP: Adenosin-
triphosphate; NLRs: nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like Rezeptor; ASC:
apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; NALP: NACHT-, LRR,
und Pyrin-Domane enthaltendes Protein; LRR: leucine rich repeats).
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DAs INFLAMMASOM: ZENTRALE SCHALTSTELLE ZWISCHEN STRESSSIGNALEN ...

Aktivierung der Caspase-1:
das Inflammasom

Ein entscheidender Durchbruch bei der
Charakterisierung der Signalwege, die zur
Caspase-1- Aktivierung fithren, ist mit
der Identifizierung des ,Inflammasoms’
gelungen. In Analogie zur Aktivierung von
Capase-9 oder -8 durch das Apaf-1(Apoptose
Protease-Aktivierungsfaktor 1)-Apoptosome
oder den Fas/CD95-DISC (death inducing
signaling complex) wird Caspase-1 durch
einen ca. 700 kDa groBBen Multiprotein-
komplex — das Inflammasom — aktiviert
(Martinon et al. 2002). Wie die beiden zuvor
erwahnten Caspase aktivierenden Multipro-
teinkomplexe, sind auch die Bestandteile des
Inflammasoms im Zytoplasma als inaktive
Monomere vorhanden, bevor sie sich nach
einem entsprechenden Signal zusammen-
lagern und zur Aktivierung von Caspase-1
fithren. Nach Oligomerisierung der einzelnen
Teilkomponenten entstehen verschiedene,
unterschiedlich zusammengesetzte Inflam-
masome, die in der Lage sind, als Reaktion
auf spezifische Reize die inflammatorischen
Caspasen-1 und -5 zu aktivieren, die die
Vorstufen von IL-1f, IL-33 und I1-18 in
die aktive Form umwandeln. Die Aktivie-
rung dieses Komplexes ist eng mit anderen
Signaltransduktionssystemen wie dem NF-
kB-Signaltransduktionsweg verkniipft und

kann je nach Zelltyp zu unterschiedlichen
Effekten fithren: So kann die Inflammasome-
Aktivierung nicht nur zur Aktivierung des
angeborenen Immunsystems, sondern auch
zum apoptotischen Zelluntergang fithren
(Abbildung 1).

Inflammasom-Typen. Das Inflammasome
besteht aus einer Caspase (Caspase-1; beim
Menschen auch aus Caspase-5); aus Mitglie-
dern der NOD-dhnlichen Rezeptor-Familie
(NLRs) wie z.B. IPAF (ICE-Protease-aktivie-
render Faktor) oder NALPs (NACHT-, LRR-
und Pyrin-Doménen enthaltende Proteine);
und Adaptorproteinen wie ASC (Apoptose
assoziiertes speckénliches Protein mit einer
CARD [Caspase-Rekrutierungs-Doméne]).

Bisher sind mindestens 3 verschiedene
Inflammasome beschrieben worden: das
IPAF-, das NALPI- und das NALP2/3-
Inflammasom. Das IPAF-Inflammasom
besteht moglicherweise nur aus IPAF und
Caspase-1, wihrend das humane NALP1-
Inflammasom aus NALP1, ASC, Caspase-1
und Caspase-5 (welche nicht in Miusen
existiert) zusammengesetzt ist. Das humane
NALP2/3-Inflammasom wiederum besteht
neben Caspase-1 und NALP-2 oder -3 und
aus CARDINAL, welches nicht bei der
Maus vorkommt (Martinon et al. 2007)
(Abbildung 1).

Die Mitglieder der NLR-Familie besitzten
N-terminal eine CARD- oder Pyrin (PYD)-
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Abb. 2: Die Rolle des Inflammasoms bei der Stressanwort und der Auslosung der Entziin-
dungsreaktion (Exzitotoxine: exzitatorische Aminosaure-Rezeptor-Agonisten; HmgB1: high
mobility group box protein 1; HSP: heat shock protein; IFNf3: Interferon-3, ein Typ-l-Interfe-
ron; IL: Interleukin; MAPK: mitogen-activated protein kinase; NLR: nucleotide-binding oli-
gomerization domain (NOD)-like receptor; PGE,: Prostaglandin E,; TLR: Toll-like receptors).
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Doméne, eine typische Nukleotidbindungs-
Domine (NACHT), und eine Ligand-Bin-
dungsstelle, die aus leucinreichen Repeats
(LRRs) besteht (Martinon et al. 2007). Das
Adpatorprotein ASC ist ein unentbehrlicher
Bestandteil der meisten NALP-Inflamma-
some und verbindet die NALP-Proteine mit
Caspase-1.

Verschiedene genetische Defekte in der
Struktur von Inflammasom-Komponenten
haben sich als Ausloser von hereditdren
Autoimmunkrankheiten herausgestellt.
So werden drei autosomal dominant ver-
erbliche Erkrankungen durch sogenannte
gain-of-function- Mutationen im NALP3-
Gen verursacht: das familidre Kalte-Au-
toinflammations-Syndrom (familial cold
autoinflammatory syndrome oder FCAS),
das Muckle-Wells-Syndrom (WMS) und
das chronische kindliche neurologische,
kutane und artikuldre Syndrom (CINCA).
Diese Erkrankungen sind durch episodisch
auftretende Fieberepisoden, Hautrdtungen
und lokale Entziindungen charakterisiert
und kénnnen durch den IL-1-Antagonisten
Anakinra therapiert werden (Braddock et
al. 2004). Die Mutationen eines anderen
NLR-Familienmitglieds, NOD2, fithren
zu Autoimmunerkrankungen wie Morbus
Crohn oder Blau-Syndrom verbunden.

Das Familidre Mittelmeerfieber (Familial
Mediterranean Fever oder FMF) wiederum
wird durch das Fehlen eines Inflammasom-
Inhibitors verursacht: Homozygote loss-of-
function-Mutationen im Pyrin-Gen (dem
FMF-Gen) fithren iiber eine Enthemmung
des NALP3-Signaltransduktionsweges zu
einer tiberschielenden Entziindungsreaktion,
da Pyrin vermutlich als NALP3-Aggregati-
onshemmer wirkt (Chae et al. 2006).

Aktivierung des angeborenen Immun-
systems liber Toll-like Rezeptoren
(TLRs)

Die TLR-Familie ist die bestcharakterisierte
Proteingruppe, die Gefahrensignale (danger
signals) bzw. die bakteriellen Erkennungs-
muster (sog. pathogen associated molecular
patterns oder PAMPs) bindet. TLRs sind
membranstindige Proteine, deren duf3ere Do-
maénen vorwiegend aus leucinreichen Repeats
bestehen (LRRs), und deren intravesikuldre
Domine eine sogenannte Toll/Interleukin-1
interagierende (TIR) Doméne besitzt.

Fiir die verschiedenen TLRs sind in den
letzten Jahren diverse Liganden charakteri-
siert worden: So erkennt TLR2 Lipopeptide,
Peptidoglykan oder Lipoteichonsdure, wéh-
rend TLR4 z.B. Lipopolysaccharid (LPS)
erkennt. TLR3 hingegen wird durch virale
doppelstrangige RNA aktiviert, und TLRS
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erkennt Flagellin, wohingegen TLR9 unm-
ethylierte CpG enthaltende DNA erkennt.
TLR7 und TLR8 wiederum binden an ein-
zelstrangige RNA (ssRNA) (Mariathasan et
al. 2007; Akira und Takeda 2004).

Mittlerweile sind diverse von gesché-
digten Zellen selbst freigesetzte, oder in der
Extrazelluldrmatrix vorhandene Molekiile
als endogene TLR-Aktivatoren identifiziert
worden und stellen damit potenziell soge-
nannte danger signals dar.

Fast alle TLRs werden auch im zentralen
Nervensystem (ZNS) und zwar vorwiegend
in Mikrogliazellen gefunden und werden
unter verschiedenen pathologischen Bedin-
gungen hochreguliert (Babcock et al. 2006;
Tang et al. 2007).

Ein zentraler Effekt der TLR-Aktivierung
besteht darin, dass vor allem tiber den NK-
kB-Signalweg die Transkription von proin-
flammatorischen Zytokinen stimuliert wird.
Dazu werden verschiedene Signaltransduk-
tionsmolekiile rekrutiert und aktiviert, bevor
der Transkriptionsfaktor NF-«B die Zytokine
wie IL-1B, TNF-a oder IL-6 induziert (Beut-
ler et al. 2006).

Nicht nur aufgrund einer Vielzahl von be-
kannten Liganden werden vor allem TLR2
und TLR4 als wichtigste TLRs bei akutem
Hirnschaden angesehen (Babcock et al.
2006; Tang et al. 2007) und ihre funktionelle
Bedeutung beim ischdmischen Schlaganfall
wurde bereits mittels in vivo-Modellen
gezeigt (Babcock et al. 2006; Tang et al.
2007; Ziegler et al. 2007; Kielan et al. 2006).
AuBerdem erhohen Polymorphismen des
TLR4-Gens das Risiko, einen ischdmischen
Schlaganfall zu erleiden (Lin et al. 2005).

Die Toll-Rezeptoren TLR-3,-7.-8 und -9
reprasentieren weitere Rezeptoren, die fiir
die Aktivierung der angeborenen Immunant-
wort wichtig sein konnten. Diese Rezeptoren
erkennen normalerweise bakterielle oder
virale Nukleinsduren, konnen aber auch unter
bestimmten Situationen mit korpereigenen
Nukleinsduren reagieren.

TLRY9 zum Beispiel reagiert normaler-
weise mit bakterieller oder viraler DNA,
die unmethylierte CpG-Motife besitzt. Da
jedoch auch im normalen Sdugetiererbgut
unmethylierte CpG-Nukleotide vorkommen,
kann TLRY auch mit dieser DNA reagieren,

wenn Sie unter pathologischen Umstidnden
freigesetzt wird (Beutler et al. 2006). Erst
kiirzlich wurde im Maus-Schlaganfallmodell
demonstriert, dass TLR9-Signaltransdukti-
onswege auch therapeutisch genutzt werden
konnen (Stevens et al. 2008).

Die Vielzahl an Daten, die einen schidi-
genden Einfluss der TLRs bei der Entstehung
des Hirnschadens belegen, schliefit aber
nicht aus, dass TLRs auch einen giinstigen
Einfluss auf die Regenerationsfahigkeit, das
neuronale Uberleben, oder die Modulation
der Neurogenese haben, wie bereits fiir TLR2
und TLR4 gezeigt werden konnte (Babcock
et al. 2006).

Aktivierung des Inflammasoms und
NLRs

Wihrend die extrazelluldren bakteriellen
oder endogenen Gefahrensignale (PAMPs
und DAMPs) vorwiegend iiber die TLRs
erkannt werden, ist die Uberwachung des
Zytoplasmas wahrscheinlich Rolle der
NLRs (nucleotide-binding oligomerization
domain-like receptors). Die NLR-Familie
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besteht aus 23 16slichen zytosolischen
Proteinen, die NALPs, NODs und IPAF
umfasst. All diese Proteine werden primér
in immunkompetenten Zellen exprimiert,
obwohl einzelne Proteine wie z.B. das NOD1
auch ubiquitér exprimiert werden.

In Analogie zu den membranstindigen
TLRs wird vermutet, dass auch die zytoso-
lischen NLRs die spezifischen Liganden {iber
thre LRR-Doménen erkennen. Mittlerweile
sind auch fiir die verschiedenen NLRs unter-
schiedliche Agonisten identifiziert worden:
So spielen fiir die Aktivierung des NALP3-
Inflammasoms vor allem gram-positive
Erreger wie Staphylococcus aureus oder
Listeria monocytogenes eine Rolle, wahrend
gram-negative Erreger wie Salmonaella
typhimurium, Legionella pneumophila oder
Shigella flexneri das IPAF-Inflammsom
aktivieren (Mariathasan et al. 2007).

Neben den bakteriellen Agonisten sind
auch korpereigene Substanzen identifiziert
worden, die die verschiedenen Inflamma-
som-Typen aktivieren kdnnen. So erkennt
NALP3 zum Beispiel Harnstoftkristalle,
Kalziumpyrophosphatkristalle sowie das
Abfallen der intrazelluldren Kaliumkon-
zentration. Insofern kénnen wahrscheinlich
alle Umsténde, die zu einer Reduzierung des
intrazelluldren Kaliumspiegels fiithren, zu ei-
ner Aktivierung des NALP3-Inflammasoms
fithren: also verschiedene Toxine, hypotoner
Stress, lonophoren oder hohe extrazelluldre
ATP-Konzentrationen (Petrilli et al. 2007).

Wechselwirkungen zwischen den TLRs
und den NLRs und dem Inflammasom

Das Erkennungssystem von bakteriellen
oder endogenen danger signals umfasst
neben den bereits erwdhnten TLRs und
NLRs auch eine dritte Protein-Familie,
die sogenannten Retinolsdure-induzierbar
I (RIG-I)-dhnlichen Helicasen (RLHs;
wie z.B. RIG-I und MDAS fiir Melanom-
Differenzierungs-assoziiertes Gen 5). Auch
diese Helicasen konnen neben viraler RNA
auch wirtseigene RNA binden.

Diese verschiedenen Erkennungssysteme
fur korperfremde oder stressassoziierte
Substanzen interagieren auf verschiedene
Weise miteinander: TLR-Liganden wie
Flagellin oder einzelstringige RNA (ssR-
NA) aktivieren nicht nur TLRs, sondern
auch das Inflammasom (Kanneganti et al.
2006). TLR-Agonisten kénnen nicht nur
die Transkription von pro-IL-1, sondern
auch die von NLRs (z.B. NALP3), von
Caspase-1 oder Caspase-11 induzieren
(Mariathasan et al. 2007; Kanneganti et al.
2006; Martinon und Tschopp 2004). Ander-
seits sind pro-inflammatorische Zytokine
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wie IL-1 in der Lage, auch selber den NF-
kB-Signaltransduktionsweg zu aktivieren.
Weitergehend wurde schon gezeigt, dass
Caspase-1 das wichtige TLR-assoziierte
Adaptorprotein MAL (MyD88 adaptor
like; bzw. TIRAP) schneiden kann, dessen
Verlust einem kardialen Ischdmiemodell
protektiv war.

Aber auch auf anderem Weg interagieren
einzelne NLRs (z.B. NOD-1,-2) mit TLR-
Signalwegen: z.B. ist das Adaptorprotein
RICK (RIP-like interacting CLARP kinase)
in die Informationsverabeitung beider Re-
zeptorgruppen — der TLRs und der NLRs
—involviert (Kobayashi et al. 2002), obwohl
diese Ansicht nicht unumstritten ist (Park et
al. 2007). NOD2 wird durch TLRs induziert,
moduliert TLR-vermittelte Signale und ver-
ursacht — genauso wie TLR2 —in einem Sep-
sismodell frithen neuronalen Zellschaden.

Potenzielle Gefahrensignale bei akuter
Neurodegeneration

Insbesondere weil neben den TLRs auch
verschiedene NLRs und Inflammasom-
Komponenten im ZNS exprimiert werden,
kann man davon ausgehen, dass das Inflam-
masom eine wichtige Rolle bei der Entziin-
dungsreaktion nach Hirnschddigung spielt.
Verschiedene endogene von untergehenden
Zellen freigesetzte Liganden kommen als
Inflammasom-Aktivatoren bei neurodegene-
rativen Erkrankungen in Frage (Kanneganti
et al. 2006): z.B. konnen RNA oder DNA
nach ihrer Freisetzung aus nekrotischen Zel-
len sowohl TLRs als auch das Inflammasom
aktivieren (Matzinger 2007; Martinon 2007)
(Abbildung 2).

In Angesicht der Vielzahl von Inflamma-
som aktivierenden Substanzen kann man
davon ausgehen, dass es wahrscheinlicher
ist, dass die Aktivierung des Inflammasoms
eher liber einen gemeinsamen intrazellu-
laren Botenstoff stattfindet, als durch eine
direkte Interaktion mit dem Inflammasom.
Méglicherweise spielt der Abfall der intra-
zelluldren Kaliumkonzentration oder die
Bildung von Harnséure eine entscheidende
Rolle (Petrilli et al. 2007). Geschédigte
Zellen degradieren ihre Nukleinsduren
rasch und die dabei freigesetzten Purine
werden in Harnsdure umgewandelt, welche
Monosodium-Urat (MSU)- Kristalle bildet,
die wiederum TLRs oder NALPs aktivieren,
und so zur Caspase-1-Aktivierung bzw.
IL-1B-Produktion fiihren (Martinon et al.
2006, 2007). Hohe Serum-Harnséurespiegel
sind mit einer schlechteren Prognose von
Schlaganfall-Patienten korreliert.

Einen andere Gruppe endogener TLR-Li-
ganden stellt die Familie der Hitze-Schock-

Proteine (HSP oder heat shock proteins) wie
HSP-60,-70 oder -90 dar. Erst in jiingster Zeit
sind diese auch als Inflammasom-Agonisten
beschrieben wurden (Mayor et al. 2007). Die
HSPs werden rasch von nekrotischen Zellen
freigesetzt, aber nicht von apoptotischen
Zellen. Obwohl sie als vorwiegend neuro-
protektiv angesehen werden, konnen diese
Proteine auch eine Inflammationsantwort
auslosen (Dirnagl et al. 1999, 2003).

Erhohtes extrazelluldres ATP und Kali-
umausstrom reprisentieren weitere mog-
licherweise bei der zerebralen Ischdmie
entscheidende Mechanismen zur Erkennung
des Gewebsstresses. Beide, ATP und K*,
sind wahrschleinlich maligeblich bei der
Entstehung des zerebralen Gewebsschadens
involviert und fithren zu einer Inflammasom-
Zusammenlagerung und -Aktivierung (Gur-
cel et al. 2000).

Durch eine hohe extrazelluldre ATP-
Konzentration kommt es zu einer P2X_—Re-
zeptor-Aktivierung, die iiber den assoziierten
Halbkanal Pannexin-1 zum Kaliumausstrom
und schliefilich zu einem Abfall der intrazel-
luldren Kaliumkonzentration fiihrt, welche
NALP-Inflammasome aktiviert (Petrilli et
al. 2007). In vitro-Befunde belegen, dass
die Konzentration des extrazelluldren ATP
bei ischdmischem Stress mit dem Ausmaf}
des neuronalen Zelltodes und der Inflam-
mationsantwort korreliert.

Obwohl die ATP-Konzentrationen unter
Entziindungsbedingungen gewaltig steigen
konnen, werden die fiir eine Aktivierung von
Caspase-1 notigen ATP-Konzentrationen im
extrazelluldren Milieu wahrscheinlich jedoch
nicht erreicht (Dirnagl et al. 1999; Kanne-
ganti et al. 2007). Und trotz aller Indizien,
die fiir eine wichtige Rolle des beschriebenen
P2X -Systems fiir den neuronalen Zelltod
beim Schlaganfall sprechen, muss man be-
riicksichtigen, dass sich das Infarktvolumen
von P2X_-Knockout-Méusen nicht signifi-
kant von dem von Wiltyp-Vergleichstieren
unterscheidet.

Das Komplementsystem konnte im Ub-
rigen ebenso tiber einen K*-Ausstrom zur
Caspase-1-Aktivierung beitragen, da bei der
Entstehung des terminalen Memban-Kom-
plexes ebenso die Zellmembran perforiert
wird. Beide, sowohl die TLR-Familie, als
auch das Komplementsystem, stellen zwei
gut bekannte Arme des angeborenen Immun-
systems dar und beide Systeme interagieren
auch in vivo miteinander. Dennoch ist der
genaue Beitrag, den das Komplementsy-
stem zur Entstehung des neurodenerativen
Gewebsschadens liefert, noch umstritten
(Del Zoppo 1999).

Heparansulfat, ein biologisch aktives
Saccharid, welches wihrend einer Ent-
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zlindung freigesetzt wird, ist in der Lage
bestimmte Zellen genauso stark wie LPS
zu aktivieren und représentiert damit ein
weiteres potenzielles Gefahrensignal bei
der zerebralen Ischdamie. Heparansulfat kann
wie die verwandte Hyaluronsidure an TLR4
binden. Mrp8 (myeloid related protein 8),
ein weiterer TLR4-Agonist, stellt einen
weiteren endogenen Gefahrenbotenstoff
dar. Weitere endogene nach Hirnschaden
induzierte Molekiile, die TLRs aktivieren,
sind Fibronectin, gesittigte Fettsduren und
Hmgb1 (high mobility group box 1 protein).
Das nukledre Protein Hmgb1 ist normaler-
weise fiir die Transkriptionsregulation und
die DNA-Faltung nétig. Es hat sich jedoch
gezeigt, dass Hmgb1 zusétzlich zu seiner
nukledren Rolle einen entscheidenden Ent-
ziindungsmediator darstellt. Hmgb1 wird
von nekrotischen Zellen oder aktivierten
Makrophagen, aber nicht von apoptotischen
Zellen freigesetzt. Hmgb1 interagiert mit
TLRs und dem RAGE (receptor for advance
glycation end products)-Rezeptor (Scaffidi et
al. 2002). Auch fiir Hmgb1 hat sich gezeigt,
dass dieses Protein neben seiner proin-
flammatorischen Funktion eine wichtige

Rolle bei der Gewebsreparatur und bei der
Endothelregeneration beim ischdmischen
Gewebsschaden spielt.

Aktivierung des Inflammasoms und
neuroprotektives Potenzial

Neben seiner Bedeutung fiir die Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie I1-18
hat sich gezeigt, dass das Inflammasom
auch tiber die Aktivierung protektiver Me-
chanismen zur Verbesserung des zelluldren
Uberlebens beitragen kann. So hat sich z.B.
gezeigt, dass ein von einem Toxin verursach-
ter K*-Ausstrom in humanen Fibroblasten
iiber eine inflammasomvermittelte Induk-
tion von bestimmten Lipid-Genen zu einer
erhohten Zelliiberlebensrate fiihrt (Gurcel
et al. 2006).

Moéglicherweise ist das Inflammasom
aber nicht nur als zentrale Schaltstelle bei
verschiedenen neuroprotektiven Vorgén-
gen von Bedeutung, sondern konnte auch
bei Phdnomenen wie der ischdmischen
Prakonditionierung eine entscheidende
Rolle spielen, und es ist bekannt, dass pro-
inflammatorische Substanzen wie LPS oder

IL-1p eine Gewebstoleranz gegeniiber einer
Ischdmie hervorrufen konnen (Dirnagl et al.
2003). Unter Prakonditionierung versteht
man die Eigenschaft eines Gewebes, auf
einen gering ausgeprigten, normalerweise
schidigenden (oder pro-inflammatorischen)
Stress-Stimulus mit der Aktivierung von
protektiven Eigenschaften so zu reagieren,
dass ein spdter verabreichter, normalerwei-
se fiir die Zellen oder das Organ tddlicher
Stimulus ohne groferen Schaden toleriert
werden kann (Dirnagl et al. 2003).

Modulation der Inflammasomaktivierung

Das TLR-Signalsystem wird auf verschie-
denen Ebenen reguliert und es sind heute
mindestens fiinf verschiedene Hemmprin-
zipien bekannt (Liew et al. 2005): So gibt
es sogenannte extrazelluldre Decoy-Rezep-
toren, intrazelluldre Inhibitoren, membran-
stindige Inhibitoren sowie eine Regulation
des TLR-Systems iiber einen beschleunigten
TLR-Protein-Abbau oder eine TLR-indu-
zierte Apoptose der jeweiligen Zelle. Die
Liste der TLR-Regulatoren umfasst 16sliche
Spleilvarianten von TLRs, Kurzformen
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der Adaptorproteine sowie diverse andere
Proteine wie z.B. SIGIRR (single immu-
noglobulin interleukin-1-related receptor),
TRAILR (tumour-necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand receptor), RP105,
IRAKM (interleukin-1 receptor-associated
kinase-M), SOCSI (suppressor of cytokine
signaling 1), NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain protein2), PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), TOLLIP
(Toll-interacting protein), Bcl-3 (B cell
leukaemia-3) oder A20 (Liew et al. 2005;
Akira und Takeda 2004).

Im Gegensatz zum TLR-System gibt es
bisher wenig Information iiber die Regulati-
on des zytoplasmatischen NLR-Systems.

Aufgrund ihres moduldren Aufbaus kon-
nen zumindest zwei Gruppen von Inflam-
masom-Modulatoren unterschieden werden.
Die erste Gruppe besteht aus Proteinen, die
eine sogenannte CARD-Domine besitzen
(z.B. COPs fiir CARD only proteins) und
umfasst Kurzformen der Caspase-1 wie
Iceberg, INCA (inhibitory caspase rec-
ruitment domain protein) oder die humane
Caspase-12. Die zweite Gruppe ist durch
das Vorhandensein einer PYD-Doméne
charakterisiert und umfasst Proteine wie
PYNOD (protein containing a PYD- and
a NOD-domain) oder verschiedene POPs
(pyrin only proteins) (Martinon et al. 2007,
Chae et al. 2006). Diese Proteine greifen
in die Interaktion der jeweiligen Doménen
von ASC und NALP-Proteinen bei der
Zusammenlagerung des Inflammasoms
ein. Weitere NLR-Hemmer sind das Erbin
(Erb2-interacting protein); NOD2S, eine
Kurzform von NOD, sowie PI-9 (proteinase-
inhibitor-9) sowie DASC (decoy ASC mo-
lecule). Allerdings besitzen humane COPs
(CARD only proteins) und POPs (pyrin only
proteins) keine entsprechenden Aquivalente
in der Maus und konnen deshalb bei dieser
Spezies nicht zur Inflammasom-Regulation
beitragen (Stehlik et al. 2007).

Beim Menschen wird die klinische Re-
levanz dieser Proteine belegt durch den
Effekt von Mutationen im Pyrin-Gen, wel-
che das Familidre Mittelmeerfieber (FMF)
verursachen.

Medikamente, welche die Inflammasom-
Zusammenlagerung beeinflussen befinden
sich derzeit bereits in der Entwicklung und
Caspase-1-Hemmer (z.B. Pralnacasan)
sowie IL-1-antagonisierende Medikamente
(z.B. IL-1Ra oder Anakinra) haben schon
Einzug in die klinische Behandlung von
systemischen Autoimmunerkrankungen
wie der Gicht oder der rheumatoiden Ar-
thritis gefunden (Braddock et al. 2004).
Jiingste Ergebnisse einer Phase II-Studie
zur IL-1Ra-Behandlung von Schlaganfall-
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Patienten haben vielversprechende Resul-
tate erbracht.

Die Regulation des Autoimmunsystems
mit all den verschiedenen Interaktionen
zwischen den membranstédndigen Rezep-
toren fiir danger signals (z.B. TLRs), den
zytoplasmatischen (z.B. den NLRs), den
verschiedenen Inflammasomen sowie den
unterschiedlichen Regulatoren gibt aber
noch viele Rétsel auf. Da diese Systeme
jedoch in einer Vielzahl von Erkrankungen
in unterschiedlichsten Organen eine grof3e
Bedeutung zu spielen scheinen, wird derzeit
forciert an der Entwicklung entsprechender
Therapeutika gearbeitet.

Zusammenfassung

Obwohl die herausragende Rolle der Cas-
pase-1-Aktivierung und IL-13-Produktion
beim akuten Hirnschaden seit vielen Jahren
bekannt ist, ist erst kiirzlich die Charak-
terisierung des Inflammasoms gelungen,
welches nach seiner Zusammenlagerung
als Multiprotein-Komplex fiir die Caspase-
1-Aktivierung verantwortlich ist. Neben
der tiber Caspase-1 vermittelten Prozes-
sierung von IL-1f kann das Inflammasom
unter bestimmten Bedingungen auch zum
neuronalen Zelltod oder zum verbesserten
zelluliren Uberleben beitragen.

Es hat sich mittlerweile gezeigt, dass spe-
zifische Pathogene bzw. spezifische Gefah-
rensignale (danger signals) unterschiedliche
Inflammasome aktivieren. Dennoch bleibt
der exakte Beitrag jedes Inflammasoms
bzw. der einzelen Subkomponenten fiir die
neurodegenerativen Erkrankungen noch zu
kldren. Dabei muss auch das zelluldre und
zeitliche Expressionsmuster der einzelnen
Komponenten entsprechende Beriicksich-
tigung finden.
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Glossar/Abkiirzungen und Acronyme

Apafl: apototic protease activating factor 1

ASC: apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
domain

ATP: Adenosintriphosphat

CARD: Caspase-Rekrutierungs Doméne

CARDINAL: CARD inhibitor of NFkB-activating ligands (auch
CARDS bezeichnet)

COP: CARD-only protein

DAMPs: schadenassoziierte molekulare Muster (damage associated
molecular patterns)

DASC: decoy-ASC molecule
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DISC: death-inducing signaling complex
ERBIN: erbinteragierendes Protein

FMF: familidres Mittelmeerfieber

GABA: y-Aminobuttersdure

HMGBI: high-mobility group box 1 protein
HSP: Hitze-Schock-Protein (heat shock
protein)

INCA: inhibitory caspase recruitment do-
main protein

IPAF: ice protease-activating factor (auch
als CARD12 bezeichnet)

IRAKM:

interleukin-1 receptor-associated kinase-M
LPS: Lipopolysaccharid

LRR: leucinreiche Repeats

MAL/TIRAP: MyD88 adaptor-like (oder
TIR domain-containing adaptor protein)
MAP: mitogenaktivierte Proteinkinase
MDA-5: melanoma differentiation associ-
ated gene-5

MDP: Muramy!l dipeptide

Mrp8: myeloid-related protein-8

MSU: monosodium urate

MyD88: myeloid differentiation primary
response gene 88

NACHT: Nucleosid-Triphosphatase (NT-
Pase) Domine, die nach den Genen NAIP,
CIITA, HET-E und TP1 benannte wurde
NALP: NACHT-, LRR- und pryin-Doménen
enthaltendes Protein

NLR: nucleotide-binding oligomerization
domain (NOD)-like receptor

NOD: nucleotide-binding oligomerization
domain protein

PAMPs: pathogenassoziierte molekulare Mu-
ster (pathogen-associated molecular patterns)
PGE2: Prostaglandin E2

PI-9: Proteaseinhibitor 9

PI3K: Phosphoinositol 3-Kinase

PLA2: Phospholipase A2

POP: Pyrin-only protein

PYD: Pyrin Doméne

PYNOD: protein containing a PYD- and a
NOD-domain

RAGE: receptor for advanced glycation
end products

RICK (or RIP2): RIP-like interacting CLARP
kinase (receptor-interacting protein 2)
RIG-I: Retinolséure induzierbares Gen I
RLH: retinoic acid-inducible gene I (RIG-
I)-like Helicase

ROS: reaktive Sauerstoffverbindungen
(reactive oxygen species)

S100B: S100 Kalzium bindendes Protein
SGT1: suppressor of G2 allele of SKP1
SIGIRR: single immunoglobulin interleu-
kin-1-related receptor

SOCS1: suppressor of cytokine signaling 1
ssRNA: einzelstringige RNA (single-
stranded RNA)

TIR: Toll/interleukin-1 (IL-1) receptor
Domine

TNF: Tumor-Nekrose-Faktor

TLR: Toll-like receptor

TOLLIP: Toll-interacting protein
TRAILR: Tumour-necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand receptor

ZNS: zentrales Nervensystem
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CARINA WESSELS UND GEORG WINTERER

Neuronale Entwicklung:
Nikotinabhangige morphologische
und funktionelle Veranderungen des
Zentralnervensystems

Carina Wessels und Georg Winterer

Zusammenfassung

Die somatischen Konsequenzen des Zigarettenrauchens und die resultierenden ge-
sundheitsokonomischen Probleme sind bekannt, die Auswirkungen einer wihrend der
Gehirnentwicklung stattfindenden Nikotinexposition werden derzeit noch unterschétzt.
Nikotinabhiingigkeit sowie das ADHS (Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitits-
Syndrom) sind mit einem Nikotinkonsum der Miitter der Betroffenen wihrend der
Schwangerschaft assoziiert. Auch finden sich erste Hinweise darauf, dass Nikotin-
missbrauch in der Jugend die Funktion des zerebralen Aufmerksamkeitsnetzwerkes
und das Gedéchtnis nachhaltig beeintrichtigen kann. Unklar ist hingegen bislang,
welche Auswirkungen eine Nikotinexposition auf die Entstehung von psychiatrischen
Erkrankungen hat. Tierexperimentelle und klinische Studien haben ergeben, dass
eine Nikotinexposition wihrend der Gehirnentwicklung - beginnend prénatal bis zur
Adoleszenz - neben morphologischen Verinderungen zu einer persistierenden Beein-
flussung neuronaler Transmissionssysteme fiihren kann. Es sollte mehr Aufklirung in
der Bevoilkerung erfolgen, um Nikotinkonsum bereits wiihrend der Schwangerschaft
sowie bei Kindern und Jugendlichen zu vermeiden.Von entscheidender Bedeutung wird
es auBlerdem sein, dass die zentralnervosen Nikotineffekte wihrend der neuronalen
Entwicklung noch besser verstanden werden. Unter anderem zu diesem Zweck wurde
im vergangenen Jahr ein Schwerpunktprogramm der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (DFG) eingerichtet; Nikotin: Molekulare und physiologische Effekte im zentralen
Nervensystem (SPP1226).

Abstract

Brain development: nicotine-dependent morphological and functional changes of the
central nervous system.

Nicotine exposure during early neurodevelopment (prenatally up to adolescence) causes
morphological changes of the central nervous system and persistent alterations of neu-
rotransmission systems. Maternal smoking on one hand and nicotine dependency as well
as ADHD (attention deficit hyperactivity disorder) in the offspring on the other hand
are significantly associated. There is even some evidence, that nicotine abuse during
adolescence may result in deficits of the attentional network of the brain. In contrast,
any effects of nicotine exposure on the development of different psychiatric diseases are
still unclear. The somatic consequences of smoking and the resulting economic problems
are well known. The effects of nicotine on neurodevelopment are still underestimated,
more public awareness training and medical education is required to avoid nicotine
abuse in pregnant womes, children and adolescents.

Key words: nicotine; pregnancy; brain development; nicotine dependency; ADHS

Einleitung bislang wenig Aufmerksamkeit geschenkt,
obwohl es eindeutige Hinweise dafiir gibt,
dass eine Nikotinexposition wéihrend der
Gehirnentwicklung von prénatal bis in das
Jugendalter zu Verdnderungen im Zentral-

nervensystem fiihrt.

Die somatischen Konsequenzen des Ziga-
rettenrauchens bei Erwachsenen und die
daraus resultierenden gesundheitskono-
mischen Probleme sind weithin bekannt.

Den Auswirkungen einer Nikotinexposition
wéhrend der Gehirnentwicklung wurde
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Trotz ausgiebiger Warnungen rauchen
circa 25% aller schwangeren Frauen in

Deutschland. Eine nikotinbedingte Plazenta-
insuffizienz fiihrt postnatal durchschnittlich
bei 50% der Neugeborenen zu zerebralen
Anomalien und bei 28% zu intrazerebralen
Blutungen.

Moglicherweise von noch viel groferer
soziodkonomischer Bedeutung ist, dass
Nikotinexposition in utero multiple Neu-
rotransmittersysteme und synaptische
Verschaltungen beeinflusst.

Vermutlich kommt es sogar zu einer
dauerhaften Beeinflussung der Ansprech-
barkeit einer Zelle auf Nikotin. Miitterlicher
Nikotinkonsum erhdht wahrscheinlich das
Risiko, dass Kinder im spéteren Lebens-
verlauf unter Lernschwierigkeiten, Verhal-
tensaufilligkeiten und dem ADHS leiden.
Dartiiber hinaus bedingt eine prédnatale
Nikotinexposition bei den Nachkommen
eine gesteigerte Vulnerabilitdt fiir Niko-
tinabhéngigkeit im spiteren Lebensalter.
Diese Ubersichtsarbeit soll einen Uberblick
iiber die bisher gewonnenen und aktuellen
Erkenntnisse iiber den Einfluss von Niko-
tin auf die Gehirnentwicklung des Feten
bis hin zum jungen Erwachsenen geben.
Damit moglicherweise im Zusammenhang
stehende kognitive Stérungen bei Kindern,
Jugendlichen und Erwachsenen sollen
aufgezeigt werden. Es soll die Gefahr re-
sultierender individueller sowie allgemei-
ner gesundheits6konomischer Probleme
verdeutlicht und mégliche Strategien zur
Vermeidung dargestellt werden.

Nikotinkonsum in der
Schwangerschaft

Die Konzentration von Nikotinrezeptoren
auf der fetalen Seite der Plazenta ist
durchschnittlich 15 % hoher als bei der
Mutter. Dies hat zundchst zur Folge, dass
Neugeborene von Miittern, die wéhrend
der Schwangerschaft geraucht haben, haufig
ein Nikotinentzugssyndrom mit zentralen
Symptomen (gesteigerte Irritabilitét, Tre-
mor) erleiden.

Als eine weitere Konsequenz prénataler
Nikotinexposition wird die erhdhte perina-
tale Sterblichkeit durch das SIDS (sudden
infant death syndrome) diskutiert. Wahrend
einige Autoren die Ursache in der vermin-
derten Sekretion von Katecholaminen im
peripheren Nervensystem bei den Neuge-
borenen durch die nikotinerge Stimulation
bei regelmiBigem Tabakkonsum der Miitter
sehen, fanden Robinson et al. (2002) in einer
tierexperimentellen Studie an Méusen eine
reduzierte zentrale nikotinerge Modulati-
onsféahigkeit des Nervus hypoglossus.

In den zuriickliegenden Jahren konnten
auf der Basis tierexperimenteller Untersu-
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chungen eine Reihe weiterer Effekte pri-
nataler Nikotinexposition auf das zentrale
Nervensystem identifiziert werden. In einer
Untersuchung mit trachtigen Sprague-
Dawley-Ratten, denen Nikotin appliziert
wurde, konnten Muneoka et al. (1997)
bei den Nachkommen eine persistierende
Reduktion des Dopaminmetabolismus im
Frontalhirn sowie eine Reduktion des Sero-
toninmetabolismus in Medulla, Pons und
Mittelhirn, im Frontalhirn und im Zerebel-
lum beobachten. Basierend auf demselben
Tiermodell konnten Navarro et al. (1989)
nachweisen, dass Nikotinapplikation bei
trichtigen Ratten im zerebralen Kortex der
embryonalen Rattengehirne eine stark ver-
minderte Azetylcholintransferase-Aktivitdt
verursacht, was zu einer Unterbrechung
der fetalen ZNS-Entwicklung fiihrte und
zwar bei Nikotindosierungen, die noch
keine Beeintriachtigung der Lebensféhig-
keit oder eine Wachstumsretardierung zur
Folge hatten. Diese vorzeitige Beendigung
der Zelldifferenzierung mit Untergang von
Gehirnzellen iiber die pranatale Stimulation
von Acetylcholinrezeptoren konnte kiirzlich
in einem in-vivo-Ratten-Modell nochmals
durch Slikker et al. (2005) bestétigt wer-
den. Roy et al. (1998) beschrieben dariiber
hinaus teratogene Nikotineffekte im sich
entwickelnden Gehirn in einem in-vitro-
Modell. Durch Inkubation embryonaler
neuroepithelialer Kulturen von der Ratte
mit Nikotin konnten zytoplasmatische Va-
kuolen, eine Vergroferung der Interzellu-
larrdume sowie Zunahme von pyknotischen
bzw. apoptotischen und mitotischen Zellen
induziert werden.

In einer Reihe von zum Teil aufeinander
aufbauenden Tierversuchen an der Ratte mit
Nikotinapplikation trachtiger Muttertiere
erarbeitete die Arbeitsgruppe von Slotkin
(u.a. Slotkin et al. 2001), dass Hirnzellscha-
digung beim Fetus durch Nikotin verursacht
wird. Als Indikator der Zellschddigung
bestimmten sie die Ornithin-Decarboxy-
lase-Aktivitat, die c-fos-Aktivitdt durch
Uberexpression des Protoonkogens c-fos,
welche Apoptose induziert und bestétigten
auf diese Weise die Hypothese, dass Nikotin
an nikotinerge Azetylcholinrezeptoren im
fetalen Gehirn bindet und auf diesem Wege
die Zellproliferation und -differenzierung
nachhaltig veréndert.

Ein gemeinsames Problem dieser Tiermo-
delle ist, dass die durch Nikotin bedingten
indirekten Auswirkungen auf die zerebrale
Entwicklung durch die vasokonstriktorische
Wirkung des Nikotins nicht auszuschalten
sind. Die Mdglichkeiten, die mit diesen
zelluldren und molekularen Verdnderungen
einhergehenden funktionellen Defizite bei
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jungen Nagetieren zu erfassen, sind sehr
eingeschrinkt. Funktionelle Testungen der
Versuchstiere in den Studien fielen meist
ohne signifikante Ergebnisse aus. Es bleibt
also zunéchst unklar, ob die beobachteten
Verdnderungen in den tierexperimentellen
Untersuchungen die in klinischen Studien
beschriebenen Langzeitfolgen bei Kindern
und Jugendlichen nach prénataler Nikotin-
exposition erkliren kénnen. In einer Uber-
sichtsarbeit fassten Eskenazi und Castorina
(1995) 17 epidemiologische Studien iiber
diese Thematik zusammen und sie schluss-
folgerten, dass eine Assoziation zwischen
Defiziten der intellektuellen Fahigkeiten
und Verhaltensauffélligkeiten sicher be-
steht, aber der konkrete Zusammenhang
und die Bedeutung des miitterlichen Ni-
kotinkonsums im Vergleich zu anderen
Umweltfaktoren unklar bleibt.

Deutliche Hinweise existieren mitt-
lerweile aber im Hinblick auf einen Zu-
sammenhang zwischen miitterlichem
Nikotinkonsum in der Schwangerschaft
und kindlichen ADHS (Aufmerksamkeits-
Defizit-Hyperaktivitits-Syndrom). Dafiir
spricht unter anderen eine Untersuchung
von Milberger et al. (1996). Hier ergab
cine anamnestische Erfragung des miit-
terlichen Nikotinkonsums wihrend der
Schwangerschaft bei insgesamt 360 Kin-
dern und Jugendlichen, dass bei 22% der
hyperaktiven Kinder und nur bei 8% der
Kontrollgruppe ein miitterlicher Nikotin-
konsum prinatal bestanden hatte. Dariiber
hinaus fand sich im Kollektiv der Kinder
mit Miittern, welche wéihrend der Schwan-
gerschaft geraucht hatten, ein statistisch
signifikant niedriger Intelligenzquotient.
Unklar ist hierbei allerdings, ob ADHS
und Intelligenzminderung als Folge des
maternalen Tabakkonsums zu betrachten
sind, oder ob umgekehrt Rauchen wéhrend
der Schwangerschaft das Resultat z.B. eines
relativ niedrigen Intelligenzniveaus oder
von Verhaltensauffilligkeiten der Miitter
darstellt, welches sie an ihre Nachkommen
weiter vererbten. Von besonderem Interesse
sind daher Zwillingsstudien. Thapar et al.
(2003) konnten eine Assoziation zwischen
ADHS und miitterlichem Nikotinkonsum
wihrend der Schwangerschaft belegen, die
iber genetische Effekte hinausging (s.u.).

Aufgrund klinisch-pharmakologischer
Untersuchungen geht man davon aus, dass
beim ADHS ecine Stérung der biogenen
Amine Dopamin und Noradrenalin und von
Serotonin vorliegt. In Verbindung mit den
im vorangegangenen Abschnitt zitierten
tierexperimentellen Studien zu den Auswir-
kungen einer prianatalen Nikotinexposition
auf die zerebrale Entwicklung liegt die

Schlussfolgerung nahe, dass Stérungen in
diesen Neurotransmissionssystemen bei
ADHS zumindest teilweise die Folge préina-
taler Nikotinexposition sein kdnnten.

Die aufgezeigten Zusammenhénge
zwischen Nikotinexposition und Folge-
wirkungen auf die zerebrale Entwicklung
machen deutlich, wie wichtig eine Niko-
tinabstinenz in der Schwangerschaft und
dariiber hinaus fiir die Gehirnentwicklung
des Kindes ist. Da erst im zweiten und drit-
ten Trimester einer Schwangerschaft eine
deutliche Zunahme der Nikotinrezeptorbin-
dungsstellen beim Feten zu beobachten ist,
wird davon ausgegangen, dass Nikotin als
teratogene Substanz entgegen der allgemei-
nen Meinung erst dann besonders schidlich
ist. Falls also eine absolute Nikotinabstinenz
wiahrend der Schwangerschaft nicht sofort
gelingt, konnte eine Nikotinentwéhnungs-
behandlung, z.B. auch unter Verwendung
von Nikotinpflastern, zu einem frithen
Zeitpunkt wahrend der Schwangerschaft
mit dem Ziel der spiteren Nikotinabstinenz
sinnvoll sein.

Auswirkungen von Nikotin auf die
kindliche Entwicklung des
Zentralnervensystems

Da der Nikotingehalt von Muttermilch
bis zu drei Mal so hoch ist wie im miitter-
lichen Blut, ist die Sauglingsperiode eine
weitere kritische Phase im Hinblick auf
neurotoxische Effekte von Nikotin. Auch
hier beruhen die gewonnenen Erkennt-
nisse iiberwiegend auf tierexperimentellen
Untersuchungen. In dieser frithen Lebens-
phase bewirkt Nikotinexposition wiederum
neurotoxische Effekte wie eine Reduktion
der DNA-Synthese mit Hemmung der Zell-
replikation und -differenzierung. Dies geht
einher mit einer erhdhten Konzentration
von Apoptosemarkern und einer reaktiven
Gliose sowie einer reduzierten Expression
von Nikotinrezeptoren. Slawecki et al.
(2000) untersuchten erstmals die Einfliisse
neonataler Nikotinexposition auf die Elek-
trophysiologie des adulten Rattengehirns.
Bei der Ableitung des Elektroenzephalo-
gramms und akustisch evozierter Potentiale
konnte im Hippocampus eine signifikante
Erniedrigung der 1-2-Hz-Frequenzen bei
den mit Nikotin behandelten Tieren sowie
eine Verminderung der Amplitude des aku-
stisch evozierten Potenzials P300 gemessen
werden. Die Autoren werteten diese Ergeb-
nisse als Folge einer nikotin-induzierten
synaptischen Desorganisation des Hippo-
campus, welche bis in das Erwachsenenalter
persistierte. Von potenziellem Interesse in
diesem Zusammenhang ist, dass Strukturen
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Abb. 1a und 1b: Ereigniskorreliertes funktionelles Magnetresonanztomogramm bei jungen erwachsenen Rauchern (links) und Nichtrau-
chern (rechts). Es zeigt eine signifikante Reduktion des BOLD (Blood Oxygen Level Dependency)-Signals im Supplementar-motorischen
Kortex mit Ausdehnung in den anterior cingularen, den dorsolateralen prafrontalen sowie parietalen Kortex, was einer verminderten

Aktivierung des Aufmerksamkeitsnetzwerkes entspricht.

des Hippocampus an zerebralen Aufmerk-
samkeitsprozessen als Reiz filterndes Sy-
stem beteiligt sind, so dass Ladsionen dieser
Hirnregion zu Aufmerksamkeitsstérungen
beitragen konnen, wie bei nikotinexpo-
nierten Kindern beschrieben ist.

Es existieren bislang nur wenige tierexpe-
rimentelle Studien, die zur Beurteilung des
Effektes einer postpartalen Nikotinexposi-
tion auf das Verhalten von Versuchstieren
durchgefiihrt wurden. Die erzielten Ergeb-
nisse sind dabei hédufig widerspriichlich

oder nicht signifikant. Ein Problem ist,
dass die bei Versuchstieren beobachteten
Verhaltensauffalligkeiten nicht unmittelbar
auf den Menschen zu iibertragen sind, da
zahlreiche genetische und Umgebungsfak-
toren zur Intelligenzentwicklung, Lernen,
Kognition und Verhalten beitragen.

Im Jahr 2003 fassten Linnet et al. (Linnet
et al. 2003) die Ergebnisse von insgesamt
24 seit 1973 erschienen klinischen Studien
zusammen, die den Einfluss eines miitter-
lichen Nikotinkonsums auf die Ausbildung

eines ADHS in der Nachkommenschaft
untersuchten. Es wurde die schlechte Qua-
litdt der Arbeiten, deren geringe Anzahl,
die iiberwiegende Retrospektivitdt und
eine mangelnde Anwendung eindeutiger
diagnostischer Kriterien fiir das ADHS und
eine fehlende Beriicksichtigung der elter-
lichen Psychopathologie kritisiert. In der
Zusammenschau der Befunde fanden sich
jedoch Hinweise dafiir, dass eine Assozia-
tion zwischen miitterlichem Nikotinkonsum
und ADHS bestehen konnte. Aufgrund der
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Vorldufigkeit dieser Schlussfolgerung ist
es daher von besonderer Bedeutung, dass
dies durch die bereits oben erwéhnte Zwil-
lingsstudie von Thapar et al. (2003) besta-
tigt werden konnte. Bei Nikotinexposition
wihrend der Schwangerschaft fand sich eine
statistisch signifikante Assoziation mit dem
ADHS der Kinder sowie ein summierender
Effekt dieses Umweltfaktors und genetischer
Faktoren, wihrend sich keine statistisch
signifikanten Zusammenhinge mit der el-
terlichen Psychopathologie, deren Alkohol-
oder Drogenmissbrauch, mit dem Geburts-
gewicht, dem Intelligenzquotienten sowie
ihrem sozialen Status ergaben. Ungeklart
bleibt, ob die beschriebenen Zusammen-
hénge zwischen Nikotinexposition einerseits
und funktionellen bzw. morphologischen
Verdnderungen des Zentralnervensystems
andererseits kausaler Natur sind, und welche
Beziehung dabei zu ADHS-spezifischen
Symptomen besteht. Beispielsweise kon-
nen diese Studien auch nicht die Frage
beantworten, ob der miitterliche Nikotin-
konsum bereits auf eine Veranlagung der
Miitter zu ADHS zuriickzufiihren ist, und
somit die bei den Nachkommen beobach-
teten morphologischen Verdnderungen und
Symptome genetischer Natur wiren. Dies
ist nicht ganz unwahrscheinlich, da mitt-
lerweile Hinweise existieren, dass Nikotin
zur ,,Selbstmedikation* von Aufmerksam-
keitsdefiziten verwendet wird. Bei jungen
Erwachsenen, bei denen in der Kindheit ein
ADHS diagnostiziert worden war, konnte
gezeigt werden, dass diese frither als eine

altersentsprechende Kontrollgruppe einen
regelméfigen tdglichen Nikotinkonsum
betrieben und im Erwachsenenalter 42%
der Betroffenen im Vergleich zu 26% der
Kontrollpersonen Raucher waren.

Effekt von Nikotin auf das
adoleszenzte Gehirn

Mittlerweile finden sich Hinweise, dass sich
die kritische Phase fiir nikotininduzierte
zerebrale Verdnderungen bis in das Jugend-
alter hin anhilt. So beschrieben Slotkin et al.
(2001) in einer tierexperimentellen Studie,
dass die Adoleszenz im Vergleich zur Neu-
geborenenphase und zum Erwachsenenalter
sogar eine besonders vulnerable Phase dar-
stellt. Sie beobachteten nach einmaliger Ni-
kotinadministration bei adoleszenten Ratten
eine persistierende gesteigerte Expression
von Nikotinrezeptoren im ZNS. Auflerdem
wurden neurochemische Verdnderungen der
cholinergen, noradrenergen, dopaminergen
und serotoninergen Neurotransmisson be-
schrieben, die aber von transientem Charak-
ter waren. Auch die in den vorangegangenen
Abschnitten bei prinataler und frithkind-
licher Exposition erlduterte Neurotoxizitdt
des Nikotins besteht offenbar auch noch
bei Nikotinexposition in der Adoleszenz.
Miitterlicher Nikotinkonsum scheint das
Risiko des Nikotinabusus bei deren jugend-
lichen Nachkommen zu erhohen, wobei die
Effekte von Nikotin auf das ZNS prénatal
und in der Adoleszenz offenbar in additiver
Wechselwirkung stehen.

Abb. 2: Dopaminerges Belohnungssystem (Striatum): Drogen inclusive Alkohol und Nikotin
aktivieren das striatare Belohnungssystem und erzeugen dadurch ein Wohlgefiihl. Sto6-
rungen in diesem System wurden mit Depression in Zusammenhang gebracht
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Diese tierexperimentell beschriebenen Ef-
fekte einer Nikotinexposition prénatal sowie
in der Adoleszenz werden durch klinische
Studien bestdtigt. Die Arbeitsgruppe von
Jacobsen an der Universitdt Yale hat in
den Jahren 2005 (Jacobsen et al. 2005) und
2006 (Jacobsen et al. 2006) die Ergebnisse
verschiedener klinischer Studien iiber die
Auswirkungen von Nikotin auf spezielle
Hirnfunktionen bei Jugendlichen publi-
ziert. Untersucht wurden unter anderem die
Effekte von Nikotinentzug auf das visuell-
rdumliche Gedéchtnis bei rauchenden Ju-
gendlichen, die prinatal Nikotin exponiert
waren, im Vergleich zu jugendlichen Rau-
chern ohne prinatale Nikotinexposition. Bei
den insgesamt 61 Probanden fand sich bei
der Gruppe mit préanatalem Nikotinkonsum
ein groBeres Defizit des visuell-raumlichen
sowie des verbalen Gedichtnisses. Die
verminderte Geddchtnisleistung korrelierte
dabei mit einer kernspintomographisch
gemessenen gesteigerten Aktivierung des
linken Gyrus parahippocampalis sowie des
bilateralen Hippocampus. Die Arbeitsgrup-
pe schloss aus diesen Ergebnissen auf eine
durch prinatale Nikotinexposition bedingte
beeintrachtigte Funktion des medialen
Temporallappens.

In einer kiirzlich von Musso et al. 2007
publizierten funktionell kernspintomogra-
phischen Untersuchung aus unserer Arbeits-
gruppe konnte dariiber hinaus gezeigt wer-
den, dass die Dauer des vorangegangenen
Nikotinmissbrauchs in der Adoleszenz mit
funktionalen Defiziten im frontalen Auf-
merksamkeitsnetzwerk korreliert ist. Die
Ergebnisse wurden von uns dahingehend
diskutiert, dass Nikotin zwar akut die Auf-
merksamkeit verbessern kann, was mitt-
lerweile in zahlreichen Untersuchungen
nachgewiesen wurde, andererseits aber bei
chronischem Missbrauch im jugendlichen
Alter die Funktion des Aufmerksamkeits-
netzwerkes eher geschéadigt wird.

Vollig ungeklért ist bislang, wie sich
Nikotinexposition pranatal sowie in frither
Kindheit und Jugend neben dem ADHS auf
anderweitige psychiatrische Erkrankungen
auswirkt, bei denen eine erhohte Privalenz
der Nikotinabhéngigkeit bekannt ist wie
z.B. bei der Schizophrenie. Einerseits ist
denkbar, dass Nikotin von den Betroffenen
zur ,,Selbstmedikation” priexistierender
kognitiver Defizite eingesetzt wird. Die
,»Selbstmedikation™ wiirde damit zur Initi-
ierung und Aufrechthaltung der Nikotinab-
hingigkeit bei den Betroffenen beitragen.

Der chronische Nikotinmissbrauch
konnte aber auch bei den Betroffenen
zu einer weiteren Verschlechterung der
bestehenden kognitiven Defizite fiihren,
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zumal wenn der Nikotinmissbrauch in der
Adoleszenz betrieben wird. Jedenfalls legen
diese Uberlegungen unsere eigenen Be-
funde nahe. (Musso etal. 2007) Denkbar ist
damit, dass chronische Nikotinexposition
zunachhaltigen Aufmerksamkeitsdefiziten
fithrt, die dann wiederum durch akuten
Nikotinkonsum ,,selbstmediziert” werden
und somit einen circulus vitiosus in Gang
setzen. Zum besseren Verstdndnis dieser
Zusammenhédnge sind noch weiterfithrende
klinische Studien erforderlich.

Zusammenfassung

Die Auswirkungen einer Nikotinexposition
wihrend kritischer Phasen der Gehirnent-
wicklung werden zurzeit noch unterschétzt.
Eine prénatale und frithkindliche Nikotin-
exposition sowie eine entsprechende Ex-
position im Kindes- und Jugendalter fiihrt
bereits bei geringen Nikotindosierungen
zum Teil zu persistierenden Verdnderungen
im Zentralnervensystem. Diese beeinflus-
sen verschiedene Neurotransmissionssy-
steme sowie die Expression nikotinerger

Azetylcholinrezeptoren. Dariiber hinaus
wurden neurotoxische Effekte von Nikotin
beobachtet. Klinische Untersuchungen
legen nahe, dass miitterliche Nikotinab-
hingigkeit sowie das ADHS assoziiert
sind. Nikotinabusus sollte auf dem Boden
der gewonnen Erkenntnisse moglichst frith
in der Schwangerschaft eingestellt werden,
falls keine Abstinenz gelingt, damit ab dem
zweiten Trimester, wenn eine Zunahme der
Nikotinrezeptorbindungsstellen erfolgt,
spétestens eine vollstdndige Nikotinabsti-
nenz besteht.

Nikotinmissbrauch besitzt dariiber hi-
naus auch noch in der Jugend und im frithen
Erwachsenenalter einen nachhaltigen und
schddigenden Einfluss auf die Entwicklung
des Gehirns.

Kinder und Jugendliche sollten an den
Schulen iiber die Nikotinfolgewirkungen
aufgeklart werden — insbesondere iiber die
mdglichen Auswirkungen auf deren Gehirn-
entwicklung. Die Zahl rauchender Schwan-
gerer und Jugendlicher ist alarmierend und
sie spricht dafiir, dass in der Bevolkerung
kein ausreichendes Bewusstsein fiir die

nachhaltig schidlichen Effekte des Nikotins
vorhanden ist.

Es sind dringend weitere klinische Studi-
en erforderlich, die die konkreten kausalen
Zusammenhinge zwischen Nikotin und
Gehirnentwicklung kldren.
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Gehirn-Computer-Schnittstellen
(Brain-Computer Interfaces):
Anwendungen und Perspektiven

Andrea Kiibler und Christa Neuper

Zusammenfassung

Brain-Computer Interfaces (BCI) verbinden das menschliche Gehirn mit einem externen
System. Die Aktivitit des Gehirns kann nicht-invasiv mithilfe des Elektroenzephalo-
gramms, Magnetoenzephalogramms und bildgebender Verfahren oder invasiv mittels
des Elektrokortikogramms und intrakortikal erfasst werden. In einem Riickkopplungs-
prozess erhalten Probanden visuelle, auditorische oder taktile Echtzeitriickmeldung
der Aktivitit des Gehirns (Neurofeedback) und konnen so lernen, die entsprechende
Aktivitit zu regulieren. Mittlerweile wurde vielfach nachgewiesen, dass schwerstge-
lihmte Patienten, z.B. nach Schlaganfall oder im Endstadium neurodegenerativer
Erkrankungen, denen kaum noch eine willentliche Muskelkontraktion bleibt, mit
einem BCI kommunizieren konnen. Neurofeedback wurde auch erfolgreich eingesetzt,
um kognitive und motorische Leistungen zu verbessern und emotionale Reaktionen zu
beeinflussen. So konnte z.B. bei Kindern mit Aufmerksamkeits-Hyperaktivitiitsstorung
eine Verbesserung der Symptomatik erzielt werden. Auch wenn es noch diverse tech-
nische Probleme zu losen und der Einfluss psychologischer Variablen, wie Motivation,
Attributionsstile und Vorstellungskraft auf die BCI-Leistung aufzukliiren gilt, halten
wir die Zeit fiir gekommen, BCI vermehrt im klinischen Alltag einzusetzen.

Abstract

Brain-Computer Interfaces: Applications and perspectives.

Brain-computer interfaces (BCI) connect the living human brain with an external sys-
tem. The neuronal activity of the brain can be recorded non-invasively with electroen-
cephalography, magnetoencephalography, and imaging technology as well as invasively
with electrocorticography or intracortically with single electrodes or multiple electrode
arrays. Within a closed loop, users are provided with visual, auditory, or tactile feedback
of a specific component of brain activity which enables them to regulate this activity. In
many studies it has been shown that patients with severe motor impairment can learn
to communicate by means of a BCI. Patients after stroke or in the end-stage of neuro-
degenerative disease may even be in the so-called locked-in state, with only residual
muscular movement for communication, such as eye blinks. Locked-in patients were also
able to communicate with BCI. Neurofeedback has been used successfully to improve
motor and cognitive performance and to influence emotional reaction. For example,
after neurofeedback training children with attention deficit hyperactivity syndrome were
better in focusing their attention and scored higher in intelligence tests. There are still
several technical problems to overcome to broaden the field of BCI application and the
influence of psychological variables such as motivation, mental imagery, or attributional
styles on BCI performance remains to be elucidated. Despite these challenges we believe
that the time has come for clinical application of BCI.

Key words: Brain-Computer Interfaces (BCI); neurofeedback; electroencephalogra-
phy

Einleitung wurde (www.trekkiesworld.de), ein Mann,
der vollstindig geldhmt war und nur durch
seine Gedanken ein Lichtsignal einmal (fiir
Ja) oder zweimal (fiir Nein) blinken lassen

konnte.

Allein durch Kraft der Gedanken zu handeln
war einst Stoff flir Science Fiction. So war
einer der Hauptfiguren in der ersten Folge von

Raumschiff Enterprise (1964, die aber erst in
der zweiten Staffel der 80er Jahre ausgestrahlt

Moderne Technologien zur direkten oder
indirekten Messung der neuronalen Aktivitit
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Abb. 1: (A) Ergebnisse einer Medline-Suche nach englischen BCI-Publikationen im Zeitraum 01.01.2005 bis 31.12.2006. Die Ergeb-
nisse von vor den 90er Jahren bis 02-04 sind mit freundlicher Genehmigung von J.R. Wolpaw, Wadsworth Center, NY State Department

of Health, Albany, USA. Die Suchworte waren ,brain~computer interface’ und ‘brain-machine interface’; fiir die Jahre 2005-06 wurden
zusatzlich die Suchworte ,cortex“ AND ,array“ AND ,interface“ eingegeben. Graue Balken: alle BCI Artikel; schwarze Balken: BCI Artikel
mit Patienten. (B) Originalartikel iiber BCI sortiert nach der Aufnahmetechnologie. Nur englische, zwischen 01.01.2006 und 13.6.2007
veroffentlichte Artikel wurden beriicksichtigt. Das Elektroenzephalogramm (EEG) als Eingangssignal dominiert ganz offensichtlich in der
BCI Forschung. ECoG, electrocorticogram; fMRI, functional Magnetic Resonance Imaging; MEG, magnetoencephalography; NIRS, near-
infrared spectroscopy. (Aus Kiibler, A. und Kotchoubey, B. (2007): Brain-computer interfaces in the continuum of consciousness. Curr.
Opin. Neurol. 20 (6): 643-649, Abbildungen 2 und 3, S. 644 /45, mit Genehmigung).

des Gehirns machten aus dieser einstigen
Vision Realitit. Mittels nicht-invasiver Mess-
verfahren, wie Elektoenzephalografie (EEG),
Magnetoenzephalografie (MEG), funktionelle
Magnetresonanztomografie (fMRI) oder Nah-
infrarotspektroskopie (NIRS) und invasiver
Methoden, wie Elektrokortikografie (ECoG)
oder intrakortikal implantierte Elektroden,
wird die Aktivitdt einzelner oder weniger
Neuronen oder vernetzter Neuronenverbénde
erfasst, in Echtzeit verarbeitet und in Steuer-
befehle iibersetzt. Auf diese Weise kdnnen
Gerite gesteuert werden, die an einen Compu-
ter angeschlossen sind, etwa Neuroprothesen,
Rollstiihle, oder andere Hilfen fiir schwerst-
geldhmte Menschen. Gleichzeitig erfolgt eine
unmittelbare Riickmeldung der neuronalen
Aktivitdt (Neurofeedback), durch die Proban-
den lernen konnen, spezifische Hirnaktivitét
unter willentliche, d.h. kortikale Kontrolle zu
bringen. Die Verbindung zwischen Gehirn
und dem zu steuernden Computer wird als
Gehirn-Computer-Schnittstelle (englisch:
brain-computer interface, BCI) bezeichnet.
BCI erlebten in den letzten Jahren einen be-
achtlichen Zuwachs an Forschungsinteresse
(Abbildung 1A).

Ein BCI kann als eine Aneinanderreihung
funktionaler Komponenten dargestellt werden
(Kiibler und Neumann 2005; Mason und
Birch2003) (Abbildung 2). Der Anfangspunkt
ist der BCI-Benutzer', dessen Intention in der
neuronalen Aktivitdt seines Gehirn codiert
ist (input). Der Endpunkt ist das System, das
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durch die Hirnaktivitit gesteuert wird (output)
und dem Benutzer Riickmeldung (Feedback)
iiber seine Hirnaktivitét gibt.

Der Begriff der Riickmeldung bzw. Riick-
kopplung stammt aus der Kybernetik und
bezieht sich auf einen Prozess, der aufgrund
seines vorhergehenden Zustandes reguliert
wird. Solche geschlossenen (closed-loop)
Systeme versorgen die Steuerungseinheit mit
Information tiber den aktuellen Zustand des
zu steuernden Parameters, die dann mit dem
Zustand, der erreicht werden soll, verglichen
werden kann. So kann die Steuerungseinheit
Korrekturen vornehmen, sollten sie ndtig sein
(Mulholland 1977). Biofeedback macht sich
diesen Prozess zunutze, indem eine Person
Riickmeldung iiber einen autonomen, physio-
logischen Parameter erhélt und es ihr dadurch
ermdglicht, diesen Parameter entsprechend
einer gestellten Aufgabe, wie Blutdruck oder
den alpha-Rhythmus des Gehirns erhéhen
bzw. erniedrigen, zu verandern und Strategien
gegebenenfalls zu korrigieren. Wird neuro-
nale Aktivitdt zuriickgemeldet spricht man
von Neurofeedback.

Verschiedene Methoden zur Erfassung
der neuronalen Aktivitit des Gehirns werden
fiir BCI verwendet: Invasive Messverfahren
erlauben die Aufzeichnung (1) von Ak-
tionspotenzialen einzelner Neurone, wobei
neurotrophe Faktoren enthaltende Elektroden

verwendet werden, die Nervenwachstum
in die Glasspitze der Elektrode induzieren
(Kennedy und Bakay 1998); (2) von Mustern
neuronaler Aktivitdt mit Elektrodengittern
(arrays), die wenige oder viele Elektroden
enthalten konnen (Hochberg et al. 2006; Ni-
colelis et al. 2003); (3) lokaler Feldpotenziale
(Hochberg et al. 2006; Schalk et al. 2007); und
(4) des Elektrokortikogramms (ECoG), bei
dem jedoch nicht in kortikales Gewebe einge-
drungen wird (Felton, Wilson, Williams und
Garell 2007; Hill et al. 2006). Alle invasiven
Methoden erfordern kleinere oder groBere
operative Eingriffe in den Schédel bzw. das
Gehirn (intrakortikale Verfahren). Von den
nicht-invasiven Messverfahren wird die Elek-
troenzephalografie (EEG) am hiufigsten an-
gewandt (Abbildung 1B). Spezifisch werden
dabei vor allem langsame kortikale Potenziale
(Gleichstrompotenziale mit Frequenzen bis
zu 0,01 Hz; Birbaumer et al. 1999; Kiibler
et al. 2001), sensomotorische Rhythmen
im alpha- und beta-Band (8-12 Hz mit den
entsprechenden Oberwellen im beta-Band
(14-30 Hz): McFarland, Miner, Vaughan
und Wolpaw 2000; Neuper und Pfurtscheller
2001) und ereigniskorrelierte Potenziale, die
durch visuelle, auditorische oder taktile Sti-
mulation ausgeldst werden. Hier ist vor allem
die sogenannte P300, ein positiver Ausschlag
im EEG ca. 300 ms nach Prisentation eines

1) Wegen des Leseflusses wird auf die Nennung weiblicher Formen verzichtet; angesprochen sind selbstversténdlich immer

beide Geschlechter.
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Exkurs 1

Klassifikation neuronaler Aktivitat

Das Ziel eines BCI ist es, Gehirnaktivitét
unmittelbar in Kommandos zu iibersetzen.
Dazu muss das System - auf jeden ein-
zelnen Anwender abgestimmt - trainiert
werden und ,,lernen®, die verschiedenen
Gehirnmuster einer Person auf Basis
charakteristischer Signalmerkmale zu
unterscheiden. Prinzipiell gibt es dafiir
drei verschiedene methodische Ansétze,
(a) die Klassifikation, (b) die Regression
und (c) die Schitzung der Verteilungsdich-
tefunktion. Am héufigsten werden Klassi-
fikationsmethoden verwendet, bei denen
verschiedene Gehirnmuster bestimmten
Klassen zugeordnet werden. Um eine op-
timale Trennbarkeit der Gehirnsignale zu
erzielen, miissen die Merkmalsextraktion
und Klassifikation optimal aufeinander
abgestimmt werden. Kritische Aspekte
bei der Auswahl geeigneter Merkmale
sind das Signal-Rausch-Verhiltnis, die
Dimensionalitidt des Merkmalraumes, die
Nichtstationaritét von Gehirnsignalen und
die im Allgemeinen zu geringe Anzahl
von verfiigbaren Trainingsdaten. Auch

beim Klassifikator gilt es, die richtige
Wahl zu treffen: Bayes-Klassifikatoren
(z.B. Lineare Diskriminanzanalyse)
beschreiben Klassen durch statistische
Prozesse und sagen die wahrscheinlichste
Klasse voraus, Nachste-Nachbar-Klassi-
fikatoren ordnen die Klasse des néchsten
Nachbarpunktes zu, Supportvektorma-
schinen suchen Hyperebenen, die die
Klassen ,,maximal stabil* trennen, d.h.
einen maximalen Abstand zwischen den
Klassen erreichen. Ziel des Trainings
des Klassifikators ist es, einen moglichst
hohen Generalisierungsgrad (d.h. eine
Verallgemeinerung der Merkmale) zu
erreichen, damit das BCI in der Lage ist,
neue, noch nie gesehene Daten richtig
zu klassifizieren. Kreuzvalidierung und
Bootstrapping-Methoden helfen, den wah-
ren Klassifikationsfehler des Systems zu
schitzen und die Parameter der einzelnen
Methoden optimal anzupassen. Fiir die
Auswahl der optimalen Parameter stehen
spezielle Suchalgorithmen zur Verfiigung;
hiufig werden Evolutiondre Algorithmen
oder kiinstliche neuronale Netze fiir diese
Aufgaben herangezogen.

Abb. 2: Schematische Darstellung einer Gehirn-Computer-Schnittstelle (brain-computer

interface, BCIl). Neuronale Aktivitat wird aufgenommen und beinhaltet Information iiber die

Intention der Benutzer. Durch den geschlossenen Riickmeldekreislauf (Feedback) lernen
die Benutzer, spezifische Aktivitat des Gehirns willentlich zu steuern. Die Signale des Ge-
hirns werden aufgenommen, relevante Komponenten werden herausgefiltert, klassifiziert
und in Kommandos iibersetzt, mit denen Anwendungen gesteuert werden konnen. (Aus

Kiibler, A. und Kotchoubey, B. (2007): Brain-computer interfaces in the continuum of con-

sciousness. Curr. Opin. Neurol. 20 (6): 643-649, Abbildung 1, S. 644, mit Genehmigung).
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seltenen Zielreizes in einem Strom von Stan-
dardstimuli, zu nennen (Farwell und Donchin
1988; Hoffmann, Vesin, Ebrahimi und Dise-
rens, 2008). Mit visuell oder taktil evozierten
»stabilen” Potenzialen (steady state evoked
potentials), die durch hoherfrequente Stimu-
lation (6-24 Hz) iiber den entsprechenden
sensorischen Arealen ausgel6st werden, wird
zunehmend experimentiert (Gao, Xu, Cheng
und Gao 2003; Miiller-Putz, Scherer, Neuper
und Pfurtscheller 2006).

Die abgeleiteten Signale werden digitali-
siert und einer Reihe von Prozeduren, wie
rdumliche Filterung, Amplitudenmessung,
spektrale Analyse oder Trennung einzelner
Neurone, unterzogen (Wolpaw, Birbaumer,
McFarland, Pfurtscheller und Vaughan 2002)
(Exkurs 1). Im néchsten Schritt wandelt ein
spezifischer Algorithmus die ausgewihlten
Komponenten in Befehle um, die die Intention
des Benutzers widerspiegeln. Diese Befehle
konnen Anwendungen, wie einen Roboterarm
direkt steuern oder indirekt iiber Bewegungen
eines Cursors auf einem Bildschirm, wodurch
»Schalter* fiir die Interaktion mit der Umge-
bung aktiviert und Symbole, Buchstaben oder
Worter eines Kommunikationsprogramms
ausgewahlt werden konnen; das Surfen im
Internet ist ebenfalls moglich (Karim et al.
2006; Mugler et al. 2008).

Die willentliche Kontrolle tiber die Hirn-
aktivitdat und direkt vom Gehirn ausgehende
Steuerung kann zu unterschiedlichen Zwe-
cken genutzt werden. Dieser Artikel stellt
Anwendungen von BCI zur Kommunikation
bei schweren neurologischen Stérungen,
Ansteuerung von Neuroprothesen, Verbesse-
rung kognitiver und motorischer Leistungen
und Beeinflussung der Symptomatik von
Krankheiten, wie Aufmerksamkeitsdefizit-
Hyperaktivitétsstorung, dar und schlieft mit
einem Ausblick in die Zukunft.

Bevor wir die Anwendungsmdglichkeiten
von BCI néher beschreiben, fiihren wir aus,
wie Probanden mithilfe von Neurofeedback
erlernen konnen, ein BCI zu steuern.

BCI-Steuerung mittels Neurofeedback

Zentrale Elemente der BCI-Steuerung sind
(1) die Riickmeldung der Hirnaktivitdt des
Probanden in Echtzeit und (2) das Erlernen
der willentlichen Kontrolle iiber die Hirn-
aktivitdt mittels operanter — im weitesten
Sinne — Konditionierung, die hiufig durch
erprobte kognitive Strategien, beispielsweise
motorische Vorstellungen, unterstiitzt wird.
Die Riickmeldung kann im einfachsten Fall
iiber die Bewegung eines grafischen Signals
auf dem Bildschirm (Cursor) oder komplexer,
etwa in Form eines Computerspiels, gegeben
werden. Die Aufgabe der Probanden ist zum
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Beispiel, einen Cursor in eines von zwei auf
dem Bildschirm prisentierten Ziele zu steuern.
In einem auf sensomotorischen Rhythmen
(SMR) beruhenden BCI miissen die Proban-
den dazu die Amplitude der Rhythmen erho-
hen, was durch gedankliche ,,Entspannung*
(an Nichts denken), bzw. erniedrigen, was
durch Bewegungsvorstellung erreicht werden
kann (Neuper, Miiller, Kiibler, Birbaumer und
Pfurtscheller 2003). Auch Bewegungsvor-
stellungen verschiedener Gliedmaf3en, die zu
spezifischen Verdnderungen der rhythmischen
EEG-Aktivitét iiber der sensomotorischen
Hirnrinde fiihren, kénnen zur Cursorsteuerung
verwendet werden, wobei speziell fiir Vor-
stellungen von Bewegungen mit der rechten
versus linken Hand unterscheidbare Muster
gefunden wurden (Neuper, Schlgl und Pfur-
tscheller 1999; Pfurtscheller, Neuper, Ramoser
und Miiller-Gerking 1999). Wird der Cursor
in das vorgegebene Ziel gesteuert, wird der
Proband z.B. mit einem lachelnden Gesicht
belohnt. In klassischen operanten BCI (Kiibler
et al. 1999) starten die Probanden auf dem
Zufallsniveau, d.h. sie haben keine Kontrolle
iiber die Cursorbewegung auf dem Bildschirm.
Werden SMR genutzt, kann die Instruktion zur
Bewegungsvorstellung — insbesondere wenn
die Vorstellung nicht nur visuell, sondern mit
kinesthetischen Empfindungen gekoppelt ist -
dazu fiihren, dass die Probanden unmittelbare,
aber durch Training durchaus verbesserbare,
Kontrolle tiber diese Hirnaktivitdt haben
(Neuper, Scherer, Reiner und Pfurtscheller
2005). Moderne Verfahren der Signalverar-
beitung und Klassifikation (Mustererkennung)
erlauben vielen (gesunden) Probanden schon
nach kurzer Datenaufnahme (ca. 1 Stunde)
und Training eines sogenannten Klassifikators
(Exkurs 1) eine nahezu 100%ige Treffer-
genauigkeit (Blankertz, Dornhege, Krauledat,
Muller und Curio 2007; Blankertz et al. 2006;
Guger et al. 2001).

BCI zur Kommunikation

Nachdem schon hinreichend bekannt war,
dass Menschen in der Lage sind, ihre Hirn-
aktivitit willentlich zu beeinflussen, wurden
Mitte der 90er Jahre die Bemiihungen inten-
siviert, diese Fahigkeit des Menschen zur
Steuerung von Kommunikationsprogrammen
zu nutzen (Abbildung 1). Verschiedene neu-
rologische Erkrankungen, wie Schlaganfall
oder amyotrophe Lateralsklerose (Exkurs 2),
konnen zu schwerer oder gar vollstdndiger
Léhmung des motorischen Systems fiihren.
Dies bedeutet fiir die Patienten, dass sie nur
noch mithilfe einzelner Bewegungen, wie
Blinzeln oder Zucken mit dem Mundwinkel,
kommunizieren kdnnen. Daher wird der
Zustand solcher Patienten als ,,eingeschlos-
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Exkurs 2

Amoytrophe Lateralsklerose (ALS)

Die ALS ist eine Erkrankung, die zur
Degeneration vor allem der 1. und 2. Mo-
toneurone fiihrt. Folge dieser Degeneration
ist zunehmende korperliche Lihmung.
Die Inzidenz liegt bei 1,5-2 / 100.000. Die
Ursachen der sporadisch auftretenden
ALS (90-95% der Fille) sind weitgehend
unbekannt und nur fiir 5-10% der erblichen
Form konnte eine Genmutation, die zu
einer Fehlfunktion des Enzyms Supero-
xiddismutase fiihrt, nachgewiesen werden
(Mitchell und Borasio 2007). Mit der ALS
einher geht ein erhohter Spiegel erregender
Neurotransmitter im Gehirn, wie Glutamat,
der zu vermehrtem Einstrom von Natrium,
Wasser und Kalzium in die postsynaptische
Zelle und damit zu deren Depolarisation
fihrt. Ein erhohter Kalziumspiegel fiihrt
iiber mehrere Kaskaden letztendlich zum
Zelltod (Ludolph, Meyer und Riepe 2000).
Die bislang unheilbare Krankheit fiihrt bei
50% der Patienten innerhalb von drei Jahren
zum Tod durch Schwéchung der Atemmus-
kulatur (Mitchell und Borasio 2007), sofern
keine lebenserhaltenden Mafinahmen er-
griffen werden. Im Jahr 2007 geriet die ALS

durch den Tod des Malers und Leiters der
staatlichen Kunstakademie in Diisseldorf,
Jorg Immendorff, in die Medien. Entgegen
der gingigen Meinung sind ALS-Patienten
nur selten depressiv (Hammer et al. 2008)
und kdnnen trotz fortschreitender Krankheit
eine hohe Lebensqualitdt erleben (Young
und McNicoll 1998). In einer unserer Pati-
entenstichproben, die nur Patienten enthielt,
deren Diagnose mehr als ein halbes Jahr
zuriicklag und deren Anteil an schwerer
betroffenen Patienten vergleichsweise
hoch war, fanden wir sogar eine positive
Korrelation zwischen subjektiver Lebens-
qualitdt und dem Ausmal korperlicher
Beeintrachtigung. Eine genauere Analyse
der Daten ergab, dass Patienten, die nicht-
invasiv oder invasiv beatmet wurden, eine
signifikant hohere Lebensqualitit erlebten
als Patienten, die nicht kiinstlich beatmet
waren (8. Abbildung), was auf die Folgen
chronischer Sauerstoffunterversorgung,
wie Miidigkeit und Konzentrationsschwa-
che, zuriickgefiihrt werden konnte. Mit
Fortschreiten der Erkrankung wird die
Aufrechterhaltung der Kommunikation
zunehmend wichtig und immer schwie-
riger; ALS-Patienten sind daher einer der
im Mittelpunkt stehenden Zielgruppen fiir
BCI zur Kommunikation.
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Abb. zu Exkurs 2: Die subjektive Lebensqualitat (gemessen mit dem Schedule for the

Evaluation of Individual Quality of Life) fiir

beatmete und nicht-beatmete ALS-Patienten.

Die Werte beatmeter Patienten liegen im Bereich gesunder Menschen zwischen 19 und
51 Jahren und diejenigen nicht-beatmeter im Bereich von Patienten mit Reizdarm oder
Magengeschwiir (McGee et al. 1991). Der maximal erreichbare Wert ist 100%.

sen” bezeichnet (engl.: locked-in state, LIS);
kann gar kein Muskel mehr aktiviert werden,
spricht man vom vollstdndigen Eingeschlos-
sensein (complete locked-in state, CLIS). Fiir
solche Patienten wurden Kommunikations-
programme, die allein durch die Aktivitéit des
Gehirns gesteuert werden, entwickelt (Kiibler,
Kotchoubey, Kaiser, Wolpaw und Birbaumer
2001). Im Jahre 1999 konnte die erste Nach-
richt, die allein mithilfe eines BCI verfasst
wurde, verdffentlicht werden (Birbaumer

et al. 1999). Damals erfolgte die Buchsta-
benauswahl durch Regulation langsamer
kortikaler Potenziale und die Mindestzeit fiir
eine Buchstabenauswahl aus dem Alphabet,
die in mehreren sukzessiven Auswahlschritten
erfolgte, betrug 20 Sekunden (Birbaumer et
al. 1999; Kiibler et al. 2001). Heute erlauben
Systeme mit verbesserter Buchstabenauswahl
auf Basis motorischer Vorstellungen Ubertra-
gungsraten von etwa sechs bis acht Buchsta-
ben pro Minute (Miiller et al. 2008).
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Exkurs 3

Neuroprothesen zur Wiederherstel-
lung der Handfunktion

Liasionen des zentralen Nervensystems,
wie Querschnittsldhmungen und Schlag-
anfall, zichen den teilweisen oder voll-
standigen Verlust motorischer und sen-
sorischer Funktionen der betroffenen
Korperteile nach sich. Da die Muskulatur
und die peripheren motorischen Neurone
weiterhin intakt sind, konnen durch
gezielte elektrische Stimulation Mus-
kelkontraktionen und damit gewiinschte
Bewegungsabldufe herbeigefiihrt werden.
Neuroprothesen kénnen z.B. die Greif-
funktion einer geldhmten Hand wieder
herstellen. Ein Beispiel fiir eine implan-
tierbare Neuroprothese ist das sogenannte
,Freehand’-System der Arbeitsgruppe
Peckhams in den USA (Davis, Mulcahey
und Smith 1998). Aber auch mit einer
nicht-invasiven, iiber Stimulationselek-
troden auf der Hautoberfliche herbeige-
fithrten funktionellen Elektrostimulation
(FES) kann eine gezielte Aktivierung der

Eine Alternative zu den bisher beschriebenen
Ansitzen sind BCI, die nicht auf Neuro-
feedback, sondern auf externer Stimulation
beruhen. Aufgrund ihrer Effizienz in der Buch-
stabenauswahl sind diese BCI mittlerweile die
Methode der Wahl zur Kommunikation.
BCI-Steuerung mittels ereigniskorreli-
erter Potenziale (EKP). Die ersten Versuche
hierzu wurden bereits 1988 von Farwell und
Donchin verdffentlicht, aber erst seit Anfang
dieses Jahrhunderts fand dieser BCI-Ansatz
intensive Beachtung (Donchin, Spencer
und Wijesinghe 2000). Das mit Abstand am
meisten genutzte ereigniskorrelierte Poten-
zial ist die sogenannte P300-Komponente.
Im klassischen Paradigma des P300-BCI
betrachten die Probanden eine Buchstaben-
matrix, z.B. bestehend aus sechs Reihen und
sechs Spalten; in jeder der 36 Zellen befindet
sich ein Buchstabe oder andere fiir den Pro-
banden relevante Zeichen (Abbildung 3). Die
Reihen und Zeilen werden in schneller Folge
erleuchtet (visuelle Stimulation), wobei in
jedem Durchgang jede Zeile und jede Spalte
einmal aufleuchtet. Aufgabe der Probanden
ist es zu zdhlen, wie oft der Buchstabe, den
sie auswihlen mochten, aufblitzt. Der Ziel-
buchstabe stelltim Vergleich zur Gesamtheit
aufleuchtender Spalten und Zeilen einen sel-
tenen Reiz in einem Strom von Standardrei-
zen dar und 16st somit eine P300 aus, die vom
System erkannt werden kann (Nijboer et al.,
im Druck; Sellers, Kiibler und Donchin 2006;
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Ein Proband mit hoher Querschnittslah-
mung (auf Hohe C4 /C5) kann mithil-

fe von BCl-gesteuerter funktioneller
Elektrostimulation ein auf dem Tisch
stehendes Glas ergreifen und festhalten.
Durch verbleibende Aktivitat des linken
Bizepses kann er das Glas heben und zum
Mund fiihren.

Muskulatur realisiert werden, um entspre-
chende Bewegungsphasen zu erreichen
(Abbildung).

Sellers und Donchin 2006). Mit einem der-
artigen BCI ist die Auswahl von bis zu zehn
Buchstaben pro Minute moglich (Nijboer et
al., im Druck), womit BCI mit marktiiblichen
Kommunikationsprogrammen, die mittels
eines Schalters bedient werden, Schritt halten
konnen.

Menschen im Locked-in-Zustand kénnen
solche BCI mit hoher Genauigkeit bedienen.
Schreitet die Krankheit jedoch zum voll-
standigen Locked-in-Zustand fort, konnen
die betroffenen Patienten ihren Blick nicht
mehr fokussieren. Deshalb werden zuneh-
mend BCI mit nicht-visueller, d.h. audito-
rischer oder taktiler, Stimulation entwickelt
(Furdea et al., eingereicht; Hill, Lal, Bierig,
Birbaumer und Schélkopf2005; Hinterberger
etal. 2004; Muller-Putz, Scherer, Neuper und
Pfurtscheller 2006; Nijboer et al. 2008) und
mittlerweile auch mit Personen im Locked-in-
Zustand erprobt (Kiibler et al., im Druck).

BClI zur Wiederherstellung von
Bewegungen

Eine Vision der BCI-Forschung besteht darin,
eine direkt vom Gehirn gesteuerte Neuro-
prothese (Exkurs 3) zu realisieren, also eine
direkte Verbindung (,closed-loop’) zwischen
der Gehirnaktivitdt (motorische Zentren) und
der ausfithrenden Extremitét (Nicolelis 2003).
Ein wesentliches Ziel ist beispielsweise,
Menschen mit einer Querschnittsldhmung im

Halswirbelbereich wieder eine selbststindige
Greiffunktion zu erméglichen. Die Realisie-
rung einer EEG-basierten Handorthesensteu-
erung an einem tetraplegischen Patienten
wurde erstmals 2000 berichtet und erbrachte
den Nachweis, dass die Steuerung der Greif-
funktion der geldhmten Hand durch ein BCI
erreicht werden kann (Pfurtscheller, Guger,
Miiller, Krausz und Neuper 2000). Nach einer
Trainingsperiode von ca. vier Monaten war
der Patient in der Lage, mithilfe des BCI und
Bewegungsvorstellungen die Handorthese
mit nahezu hundertprozentiger Sicherheit zu
bewegen, d.h. zu 6ffhen und zu schlieen. In
einem néchsten Schritt wurde die erfolgreich
eingesetzte elektro-mechanische Orthese
durch eine nicht-invasive funktionelle Elek-
trostimulation (FES) ersetzt. Dabei wurden
fiir das Auslosen der Greiffunktion Oberfla-
chenelektroden am Unterarm der geldhmten
Hand angebracht und mittels Elektrostimula-
tor verschiedene Greifmuster eingestellt. Die
durch Bewegungsvorstellungen des Patienten
hervorgerufenen Verdnderungen im EEG
wurden mittels Klassifikation und Schwel-
lenwertdetektor extrahiert und damit eine
Umschaltung zwischen verschiedenen Phasen
der Greiffunktion ermdglicht (Abbildung
Exkurs 3). Die BCl-gesteuerte FES ist auch
bei implantierbaren Neuroprothesen einsetz-
bar. So konnte bei einem weiteren Patienten
mit dhnlicher Lasion, der eine sogenannte
Freehand-Neuroprothese implantiert und
mit einem Schulterjoystick in Verwendung
hatte, ebenfalls eine Steuerung mit dem BCI
realisiert werden (Miiller-Putz, Scherer, Pfurt-
scheller und Rupp 2005; Neuper, Miiller-Putz,
Scherer und Pfurtscheller 2006).

BCI zur Leistungsverbesserung

Bei den bisher beschriebenen BCI diente
die mittels Elektroenzephalografie (EEG)
gemessene Hirnaktivitét als Eingangssignal.
Das EEG hat den Vorteil der hohen zeitlichen
Auflosung (schnelle Kommunikation!) und
der einfachen Anwendung, auch bei Patienten
zu Hause. Nachteile, die durch bildgebende
Verfahren tiberwunden werden konnen, sind
jedoch die geringe rdumliche Auflésung
und der fehlende Zugang zu kortikalen und
subkortikalen Arealen, die im Innern des Ge-
hirns liegen, wie Orbitofrontalkortex, Insula,
Thalamus oder Amygdala. Der Nachteil funk-
tioneller Magnetresonanztomografie (fMRT)
liegt im hohen apparativen und finanziellen
Aufwand und die Bindung ans Labor oder an
die Klinik. Hier konnte in Zukunft die weniger
aufwendige funktionelle Nahinfrarotspektro-
skopie Abhilfe schaffen; bereits in mehreren
Studien wurde die Eignung dieses Signals fiir
die Detektion von Bewegungsvorstellungen
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und Echtzeitriickmeldung nachgewiesen
(Coyle, Ward, Markham und McDarby 2004;
Sitaram et al. 2007; Wriessnegger, Kurzmann
und Neuper 2008).

Studien mit Feedback langsamer kortikaler
Potenziale und sensomotorischer Rhythmen,
gemessen mit EEG, und der BOLD-Antwort
(BOLD = blood oxygene level dependent),
gemessen mit fMRT, ergaben verschiedene
Effekte der Aktivitdtsregulation auf das
Verhalten: Nach selbst induzierter Erh6hung
der neuronalen Aktivitit des kontralateralen
motorischen Kortex war sowohl mit EEG
als auch mit fMRT die Reaktionszeit in einer
motorischen Aufgabe verringert (Rockstroh,
Elbert, Lutzenberger und Birbaumer 1982;
Weiskopf et al. 2004). Ebenso konnten
lexikalische Entscheidungsaufgaben durch
Riickmeldung langsamer kortikaler Potenziale
iiber linkshemisphédrischen Spracharealen
beschleunigt (Pulvermuller, Mohr, Schleichert
und Veit 2000) und die Geddchtnisleistung
nach Verringerung des BOLD-Signals im pa-
rahippokampalen Platzareal verbessert werden
(Weiskopf et al. 2004). In diesen Beispielen
ist die Verbindung zwischen Verhalten und
zugrunde liegendem Gehirnareal offensicht-
lich. Unspezifischere Lerneffekte konnten
beeindruckend in Studien mit Musikstudenten
und Ténzern nachgewiesen werden. Nach fiinf
Wochen, in denen zehn Sitzungen mit Riick-
meldung von Alpha- und Thetaaktivitit statt-
fanden, war der kiinstlerische Ausdruck der
Musikstudenten, nach Bewertung verblindeter
Experten, signifikant verbessert (Egner und
Gruzelier 2003). Ebensolche Verbesserung der
technischen Leistung, des Ausdrucks und der
Gesamtdarstellung wurde bei Ténzern nach
Alpha-Theta-Feedback nachgewiesen (Ray-
mond, Sajid, Parkinson und Gruzelier 2005;
Gruzelier, Egner und Vernon 2006).

Eine weitere Anwendung von Neurofeed-
back erdftnet sich in der Rehabilitation nach
Schlaganfall (in Europa erleiden jedes Jahr
1,1 Millionen Menschen einen Schlaganfall).
Im Rahmen laufender Forschungsarbeiten
wird untersucht, ob es moglich ist, mittels
Bewegungsvorstellungen gekoppelt mit BCI-
Feedbacktraining die neuronale Plastizitdt
betroffener kortikaler Neuronennetzwerke
und damit die Rehabilitation zu verbessern
(Birbaumer et al. 2006; Pfurtscheller und Neu-
per 2006). Das Grundkonzept dieser neuen
Therapie besteht darin, dass durch wieder-
holte Bewegungsvorstellungen der geldhmten
Hand, die betroffenen neuronalen Netzwerke
in den motorischen Kortexregionen angeregt
werden kénnen (Sharma, Pomeroy und Baron
2006; Buch et al. 2008). Wenn die mentale
Vorstellung der Handbewegung zu einer
bewegungsspezifischen Aktivierung fiihrt,
kann dies mithilfe des BCI detektiert und
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Abb. 3: Ein BCI-Benutzer mit amyotropher Lateralsklerose wahrend einer Sitzung mit dem
P300-BClI. Die Aufgabe des Benutzers ist hier, das vorgegebene Wort ,,Franz“ zu kopieren. Die
Buchstaben FRA wurden bereits korrekt aus der 6x6 Buchstabenmatrix ausgewahlt. Spalten
und Reihen blitzen in schneller Abfolge auf und der Benutzer muss zahlen, wie oft der Ziel-
buchstabe - hier im nachsten Durchgang ,,N“ — aufleuchtet. Je nach Klassifizierbarkeit der
P300 Komponente muss der Buchstabe 10 bis 30-mal aufblitzen, bevor eine Auswahl erfolgt.

direkt dem Patienten riickgemeldet werden.
Der Vorteil dieses Ansatzes liegt darin, dass
ein auf motorischen Vorstellungen und Neu-
rofeedback beruhendes Training auch bei
stark eingeschrénkter oder génzlich fehlender
Funktionalitét der Extremitdt moglich ist.

BCI zur Behandlung klinischer
Storungen

Die Basis fiir die Anwendung von BCI bei
klinischen Stérungen ist das Wissen tiiber
deren neurobiologische Korrelate. Ist die
Stérung mit einer Hyper- oder Hypoaktivitit
in spezifischen Arealen (gemessen mit fMRT)
oder bestimmten Frequenzbandern (gemessen
mit EEG) verbunden, so liegt die Idee, diese
Fehlaktivitit mittels Neurofeedback zu be-
einflussen bzw. zu korrigieren, auf der Hand.
Dies wird im Folgenden beispielhaft fiir die
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitétssto-
rung dargestellt.
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivi-
titsstorung (ADHS). Mit einer Prévalenz
von 3-5% ist ADHS die héufigste neurolo-
gische Verhaltensstérung unter Kindern im
Schulalter. Die Stérung verlduft chronisch
und 30-70% betroffener Kinder zeigen die
Stoérung auch im Erwachsenenalter. Zentrale
Symptome sind gestorte Aufmerksamkeit,
gesteigerte Aktivitit und Impulsivitdt, die man
auch kurz als Defizite exekutiver Kontrolle,
bedingt durch Fehlregulation fronto-striataler

Netzwerke zusammenfassen kann (Bradshaw
2001). Ein konsistentes Ergebnis von Studien
mit bildgebenden Verfahren ist die Unterak-
tivierung des rechten anterioren Zingulums,
eines Areals, das in den rechts-dominanten
Zirkel der Verhaltenshemmung bestehend
aus mittlerem und inferiorem frontalen Gyrus,
frontalen limbischen Strukturen, anteriorer In-
sula und inferiorem Parietallappen eingebun-
den ist (Garavan, Ross und Stein 1999; Kelly
et al. 2004). Elektrophysiologische Studien
berichten von frontal verlangsamtem EEG mit
erhohter Aktivitdt im Theta- und verringerter
Aktivitit im Betaband, die sowohl bei Ruhe
als auch kognitiver Aktivitét beobachtet wer-
den kann, was zur Annahme fiihrte, dass die
Symptome auf einer mangelnden Erregbarkeit
(von Teilen) des Gehirns beruhen.
Entsprechend dieser neurophysiologischen
Befunde, zielen Neurofeedbacktherapien da-
rauf ab, die kortikale Aktivitdt zu erhohen. In
einer aktuellen, gut kontrollierten Studie mit
8 — 13-jahrigen Kindern mit ADHS konnten
Strehl und Kollegen die Wirksamkeit von
Feedback langsamer kortikaler Potenziale
und der Aktivitdt im Theta- und Betaband
nachweisen (Strehl et al. 2006). Innerhalb
von mehreren Sitzungen lernten die Kinder,
die entsprechende kortikale Aktivitdt zu
kontrollieren. Kinder beider Gruppen zeigten
nach dem Training verbesserte Aufmerk-
samkeitsleistung als auch einen erhdhten
Intelligenzquotienten. Eltern und Lehrer be-
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richteten iiber verhaltensméfige und kognitive
Verbesserungen, die auch noch ein halbes Jahr
spater nachweisbar waren. Fiir die Kinder, die
trainiert wurden, ihre langsamen kortikalen
Potenziale zu steuern, konnte ein kKorrelativer
Zusammenhang der Verhaltensvariablen mit
der Regulationsleistung nachgewiesen werden
(Leins et al. 2007).

Kiirzlich konnte von der Arbeitsgruppe um
Birbaumer bei gesunden Probanden die Fa-
higkeit zur Regulation der BOLD-Antwort —
gemessen mit funktioneller Magnetresonanz-
tomografie (fMRT) — im anterioren Zingulum
nachgewiesen werden. Gesunde Probanden
wurden mit einer Go-NoGo-Aufgabe konfron-
tiert, in der auf eine hohe Anzahl von Stimuli,
die in schneller Abfolge présentiert werden,
eine motorische Reaktion (z.B. Knopfdruck)
erfolgen muss; nur bei einer geringen Anzahl
muss die motorische Reaktion unterdriickt
werden (Antwortunterdriickung — response
inhibition). In diesem Paradigma bedarf es
besonderer Anstrengung, die prépotente Re-
aktion zu unterdriicken und sie dient daher
als Mal fiir die Fahigkeit, bereits eingeleitetes
Verhalten zu hemmen. Bei sechs gesunden
Probanden war nach willentlicher Aktivierung
des anterioren Zingulums die Anzahl verfehlter
Reaktionsunterdriickungen verringert (Kiibler,
im Druck). Damit ist der Weg geebnet, auch
das fMRT-Neurofeedback auf seine Wirkung
bei Probanden mit ADHS zu testen.

Perspektiven

Die willentliche Beeinflussung spezifischer
Hirnareale und des damit verbundenen
Verhaltens tiber direkte Gehirn-Computer-
Schnittstellen wurde in den letzten Jahren
hinreichend nachgewiesen. Bislang haben auf
Neurofeedback basierende Trainingsmethoden
und Therapien jedoch kaum Eingang in die kli-
nische Routine gefunden und das, obwohl sie
die wahrgenommene Selbsteffizienz steigern
und vollig nebenwirkungsfrei sind. Wir fiihren
dies auf die bislang eher aufwendige Techno-
logie und lange Trainingszeit zum Erlernen
der Kontrolle iiber die kortikale Aktivierung
zurlick. Mittlerweile wurden jedoch grof3e
Fortschritte in der Signalverarbeitung erzielt,
sodass Trainingszeiten drastisch — bis auf
weniger als eine Stunde — verkiirzt werden
konnten (Blankertz et al. 2007; Blankertz et al.
2006). Die Verwendung von EEG-Kappen, de-
ren Elektroden mit Gel gefiillt werden miissen,
wird von vielen Probanden als unangenehm
empfunden und stellt vor allem fiir schwerst-
geldhmte Patienten, die auf Pflege angewiesen
sind, eine grofle Belastung dar. Hier ist die
Entwicklung sogenannter Trockenelektroden
vielversprechend (Popescu et al. 2007). Ein
weiteres Ziel flir die Zukunft ist die Integration
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verschiedener Steuerungsmdglichkeiten, wie
Sprache, Muskelkontraktion, EEG-Aktivitit,
in einem System, sodass —je nach Bedarfund
aktueller Méoglichkeit — zwischen verschie-
denen Steuerungsmodi gewechselt werden
kann. Fiir schwerstgeldhmte Patienten konnte
dies bedeuten, dass sie ein Kommunikations-
system durch Muskelaktivitét steuern — z.B.
durch Zungenbewegung — und bei Ermiidung
der Muskulatur auf EEG-Steuerung umschal-
ten. Ebenso zielt aktuelle Forschung darauf
ab, verschiedene Anwendungsbereiche, wie
sprachliche Kommunikation, Steuerung von
Vorrichtungen in der Umgebung der Patienten
oder die Nutzung von Internetdiensten in
einem System zu integrieren. Neue klinische
Anwendungsbereiche, in denen BCI verstarkt
zum Einsatz kommen konnten, sind z.B. Re-
duktion chronischer Schmerzen (deCharms et
al. 2005), Wiederherstellung von Bewegungen
nach Schlaganfall (Buch et al. 2008) oder
Minimalkommunikation bei Storungen des
Bewusstseins (Kiibler und Kotchoubey 2007).
Wir sind optimistisch, dass mit vereinfachter
und variabler Signalaufnahme, Weiterentwick-
lung der Signalverarbeitung, und integrierter
Anwendungssteuerung, BCI in Zukunft —vor
allem zum Wohle schwerstkranker Menschen
— vermehrt eingesetzt werden konnen.

Literatur

Birbaumer, N., Weber, C., Neuper, C., Buch, E.,
Haapen, K. und Cohen, L. (2006): Physiological
regulation of thinking: brain-computer interface
(BCI) research. Prog. Brain Res. 159: 369-391.

Kiibler, A. und Kotchoubey, B. (2007): Brain-com-
puter interfaces in the continuum of conscious-
ness. Curr. Opin. Neurol. 20 (6): 643-649.

Leins, U., Goth, G., Hinterberger, T., Klinger, C.,
Rumpf, N. und Strehl, U. (2007): Neurofeedback
for children with ADHD: a comparison of SCP
and Theta/Beta protocols. Appl. Psychophysiol.
Biofeedback 32 (2): 73-88.

Neuper, C., Miiller-Putz, G. R., Scherer, R. und
Pfurtscheller, G. (2006): Motor imagery and
EEG-based control of spelling devices and neuro-
prostheses. Prog. Brain Res. 159: 393-409.

Wolpaw, J. R., Birbaumer, N., McFarland, D. J.,
Pfurtscheller, G. und Vaughan, T. M. (2002):
Brain-computer interfaces for communica-
tion and control. Clin Neurophysiol 113 (6):
767-791.

Eine vollstindige Literaturliste kann bei den
Autorinnen angefordert werden.

Kurzbiografien

Andrea Kiibler: Nach dem Studium der Bi-
ologie promovierte Andrea Kiibler bei Prof.
Birbaumer am Institut fiir Medizinische Psy-
chologie und Verhaltensneurobiologie der
Universitét Tiibingen tiber die Entwicklung

von Gehirn-Computer-Schnittstellen zur
Kommunikation fiir Locked-in-Patienten,
wihrend sie gleichzeitig Psychologie stu-
dierte. Wéhrend der Promotion absolvierte
sie einen Gastaufenthalt bei Prof. Gruzelier
am Imperial College of Science, Technolo-
gy and Medicine in London. Es folgte ein
zweijdhriger Postdoktorandenaufenthalt
am Department of Psychology and Institute
of Neuroscience, Trinity College Dublin,
Irland, unter der Betreuung von Prof. Ga-
ravan und Prof. Robertson. Wéhrend dieser
Zeit beschiftigte sie sich mit exekutiven
Funktionen bei Siichtigen und funktioneller
Bildgebung. Sie habilitierte sich bei Prof.
Birbaumer auf einer Assistentenstelle und
erhielt im Jahr 2005 an der Fakultit fiir In-
formations- und Kognitionswissenschaften
der Universitit Tiibingen die venia legendi
fir das Fach Psychologie (Betreuer Prof.
Hautzinger). Zurzeit ist Andrea Kiibler als
Senior Lecturer an der School of Human
and Life Sciences, Roehampton University
in London in der Arbeitsgruppe von Prof.
Vogele.

Christa Neuper: Christa Neuper studierte
an der Universitdt Graz Psychologie und
promovierte 1984 an der Naturwissen-
schaftlichen Fakultit. Nach einer anschlie-
Benden Familienpause begann sie 1990
ihre Forschungs- und Lehrtitigkeit in der
Arbeitsgruppe von Prof. Pfurtscheller an
der Technischen Universitit Graz. Sie ha-
bilitierte sich 2002 fiir Psychologie an der
Universitdt Graz und wurde dort 2005 zur
Professorin fiir Neuropsychologie bestellt.
Seit 2006 leitet sie zudem das Institut fiir
Semantische Datenanalyse (mit dem Brain-
Computer Interface Labor) an der Fakultit
fiir Informatik der Technischen Universitit
Graz. Der Bereich der direkten Gehirn-
Computer-Kommunikation bildet seit Jahren
einen wesentlichen Schwerpunkt ihrer Ar-
beit. Zu weiteren Forschungsschwerpunkten
zdhlen die neuronalen Grundlagen kognitiver
und sensomotorischer Informationsverarbei-
tung, die Dynamik von Gehirnoszillationen
sowie neue Anwendungsmoglichkeiten der
BCI-Technologie im Kontext kognitionspsy-
chologischer Ansitze.

Korrespondenzadresse

PD Dr. Andrea Kiibler

Clinical and Health Psychology Research
Centre, School of Human and Life Sciences
Roehampton University

London SW15, UK

Tel.:  +44(0) 20 8392 3878

Fax: +44(0) 208392 3610

E-Mail: a.kuebler@roehampton.ac.uk

Neuroforum 2/08



ARTIKEL DES QUARTALS

ARTIKEL DES QUARTALS

Vorgestellt von Josef P. Rauschecker, Department of Physiology and Biophysics, Georgetown
University School of Medicine, Washington DC, USA

A voice region in the monkey brain

Christopher I. Petkov, Christoph Kayser, Thomas Steudel, Kevin Whittingstall, Mark Augath

und Nikos K. Logothetis

Erschienen in Nature Neuroscience, Mdrz 2008, 11(3): 367-74

Funktionelle Magnetresonanztomo-
grafie beim Rhesusaffen: Eine Stimm-
region im vorderen Temporallappen

Wie bestimmt unser Gehirn die Identitét eines
Anrufers, wenn wir seine Stimme am Telefon
horen? Gesprochene Sprache enthdlt aufler
den semantischen Informationen, die uns
den Sinngehalt eines Satzes angeben, noch
mehrere andere Ebenen, die wir gleichzeitig
auswerten: Die Emotion (Freude, Trauer,
Erregung, Zorn), mit der ein Satz gesprochen
wird; das Geschlecht des Sprechers, seine Her-
kunft (z. B. aufgrund eines Akzentes) und sein
ungeféhres Alter; ja, wir kdnnen sogar eine
bestimmte Person an ihrer Stimme erkennen,
wenn wir sie zuvor schon 6fters gehort haben,
und konnen sie als diese identifizieren, auch
wenn sie einmal heiser ist. Obwohl die audi-
torische Hirnforschung noch recht weit davon
entfernt ist, die einzelnen Merkmale (,,Fea-
tures™) zu kennen, die bei diesen Prozessen
eine Rolle spielen, beginnt sie die Hirngebiete
zu identifizieren, die dabei aktiv sind.

Beim Hoéren, genau wie beim Sehen und an-
deren Sinnessystemen auch, konnen wir zwei
fundamentale Funktionen unterscheiden: Wir
wollen wissen, woher ein Gerdusch kommt
(rdumliche Analyse; ,,wo0?*) und welches Ob-
jekt oder Lebewesen moglicherweise dieses
Gerdusch erzeugt hat (Objektidentifikation;
,,wer oder was?*‘). Beim Sehvorgang ist diese
funktionelle Unterscheidung seit Langerem
bekannt und unterschiedlichen Hirnregionen
zugeordnet. Zum Beispiel kann man Rhesusaf-
fen darauftrainieren, eine Unterscheidung von
visuell dargebotenen Reizen aufgrund ihrer
Gestalt (Identitdt) oder aufgrund des Ortes
im Gesichtsfeld (oder in Relation zu anderen
Objekten) zu erlernen. Wird durch eine Lésion
ein Gebiet im Parietallappen zerstort, so kann
der Affe die raumliche Unterscheidung nicht
mehr machen; wird dagegen ein Gebiet im
unteren vorderen Temporallappen lddiert,
kann der Affe die Objekte nicht mehr aufgrund
ihrer Form unterscheiden.
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Zwei analoge Verarbeitungszweige fiir Loka-
lisation und Identifikation wurden mit elek-
trophysiologischen und neuroanatomischen
Methoden auch im kortikalen Horsystem des
Rhesusatfen nachgewiesen (Rauschecker und
Tian, PNAS, 2000) und kiirzlich auch bei der
Katze in Ausschaltversuchen bestitigt (Lom-
ber und Malhotra 2008). Beim Menschen wur-
de die Existenz dieser dualen Systeme (sowohl
im visuellen als auch im auditorischen System)
mit funktioneller Magnetresonanztomografie
(fMRT), Magnetoenzephalografie (MEG) und
anderen bildgebenden Methoden ebenfalls
bestdtigt. Eine neue Arbeit von Petkov und
Kollegen am Max-Planck-Institut fiir Biolo-
gische Kybernetik in Tiibingen schlégt nun die
Briicke zwischen den invasiven Studien beim
Affen und den Ergebnissen der Bildgebung
am Menschen, indem es fMRT-Studien am
Rhesusaffen durchfiihrte (Petkov et al., Nature
Neurosci., 2008). Diese Technik wurde in
den letzten Jahren am gleichen Institut von
Logothetis weitgehend selbst entwickelt und
perfektioniert und kann nun zur Beantwor-
tung fundamentaler Fragen wie der eingangs
gestellten verwendet werden.

Eine Stimmregion beim Menschen wurde
schon vor ein paar Jahren auf der Grundlage
von fMRT-Untersuchungen von einer Gruppe
in Montreal postuliert. Sie befindet sich im
Sulcus temporalis superior (STS), ebenfalls
im vorderen oberen Temporallappen. Diese
Hirnregion antwortet mit erhohter Durch-
blutung bzw. erhdhtem Sauerstoftfverbrauch
nicht nur auf das Ertonen menschlicher
Sprachlaute, sondern auch auf von Menschen
erzeugten anderen Stimmlauten, wie Lachen
oder Weinen, aber nicht auf Tierstimmen oder
Maschinengerausche.

Die von Petkov und Kollegen entdeckte
Hirnregion beim Affen reagiert ebenfalls
hochselektiv auf artspezifische Laute und ist
ebenfalls nicht auf die Art der Vokalisation
beschrinkt, sondern identifiziert den Rufer
unabhingig von dem genauen Typ des
Lautes. Zwar liegt die Stimmregion beim
Affen etwas hoher im Temporallappen als
die entsprechende Region beim Menschen,
sie befindet sich jedoch in derselben gene-
rellen Gegend im Primatengehirn, ndmlich
im vorderen oberen Temporallappen. Dies
zeigt, dass verschiedene Primatenarten im
Laufe der Evolution bis hin zum Menschen
die gleiche Hirnregion zum Zweck der audi-
torischen Objekterkennung verwenden und
dass Stimmenerkennung ein dhnlich hoch
spezialisierter Vorgang ist wie die Gesichter-
erkennung im visuellen Bereich.

Einzelzellableitungen bei wachen Affen
miissen nun zeigen, wie sich einzelne Neu-
rone in diesem Hirngebiet verhalten. Entspre-
chende Untersuchungen am National Institute
of Mental Health in Bethesda, Maryland und
an der Georgetown-Universitdt in Washington
DC sind bereits im Gange und zeigen eine
hohe Selektivitdt der Zellen fiir artspezi-
fische Laute (im Vergleich zu artifiziellen
oder maschinenartigen Gerduschen). Diese

Primaten erkennen ihre Artgenossen anhand von Ruflauten, genau so, wie wir Menschen

andere Personen an ihrer Stimme erkennen, und das Gehirn beider Spezies verwendet dabei
die gleichen Areale. Die Arbeit von Dr. Petkov und Kollegen belegt, dass die Fahigkeit des
Gehirns Stimmen zu erkennen und Individuen zuzuordnen nicht auf Menschen beschrankt ist,
und lasst vermuten, dass sich die Grundlagen zur Verarbeitung von Sprache sich aus diesen
einfacheren Strukturen entwickelt haben. Kurz gesagt, dass die neuronalen Grundlagen zur
Stimm- und Spracherkennung nicht einzigartig, und auf Evolutionsebene im Menschen neu
entstanden sind, sondern sich langsam aus den entsprechenden Arealen in unseren Vorfah-
ren entwickelt haben. Die Magnetresonanzbilder oben zeigen die primare Horrinde (blau,
ganz rechts) sowie die Position der neu entdeckten Stimmregion (rot).
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Selektivitdt nimmt von der priméren Hérrinde
ausgehend innerhalb des oberen Temporal-
lappen nach anterior stetig zu. Injektion von
anterograden und retrograden Tracern in die
so identifizierten kortikalen Gebiete wird
aullerdem zeigen, woher diese selektiven
Regionen ihre Eingdnge bekommen. Viel
spricht dafiir, dass die Musterverarbeitung
im Horsystem auf diesem Niveau dhnlich
verlduft wie im visuellen System, ndmlich
in Form einer Konvergenz auf mehreren
hierarchischen Ebenen. Diese Verschaltung
fithrt letztendlich zu hoher Selektivitdt ei-
nerseits und zu hoher Invarianz gegentiiber
Storeinfliissen andererseits.

Assoziation zwischen gehorter und gese-
hener Information fiihrt schlielich dazu, dass
wir das Gesicht unseres Freundes formlich
vor uns sehen, wenn wir seine Stimme am
Telefon horen.
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Christopher Petkov ist Neurowissenschaftler
und fiihrt vergleichende Studien zum Horsy-
stem durch, mit dem Ziel, die evolutiondren
Grundlagen unserer vokalen Fahigkeiten
wie der Spracherkennung zu verstehen. Er
machte seinen Abschluss (PAD) in Neuro-
wissenschaften an der Universitéit von Kali-
fornien Davis, wo er untersuchte wie Zellen
im Horsystem eine stabile Wahrnehmung
trotz einer sich dndernden und verrauschten
Umgebung erzeugen. Momentan arbeitet er
als Wissenschaftler am Max-Planck-Institut
fiir Biologische Kybernetik in Tiibingen,
wo er in der Abteilung von Prof. Logothetis
moderne bildgebende Methoden mit neu-
rophysiologischen Ansétzen kombiniert.
Dabei wurde er durch Stipendien der Alex-

ander- von-Humboldt- und der Max-Planck-
Gesellschaft unterstiitzt. Im Herbst 2008 wird
er an das Neurowissenschaftliche Institut der
Universitdt von Newcastle zichen, wo seine
Arbeitsgruppe die neurobiologischen und
evolutiondren Grundlagen der Kommunika-
tion weiter verfolgen wird.

Nikos K. Logothetis ist Direktor der Ab-
teilung ,,Physiologie kognitiver Prozesse*
am Max-Planck-Institut fiir Biologische
Kybernetik in Tiibingen. Er machte einen
Abschluss in Mathematik an der Universitét
von Athen und in Biologie an der Univer-
sitdt von Thessaloniki. Seine Doktorarbeit
in menschlicher Neurobiologie fiihrte ihn
an die Ludwig-Maximilians-Universitit in
Miinchen. Nach einer Zeit am Massachu-
setts Institute of Technology zog er 1990 an
das Baylor College of Medicine in Huston,
Texas, wo er an den neuronalen Grundlagen
der bewussten visuellen Wahrnehmung und
der Objekterkennung arbeitete. Sieben Jahre
spéter wurde er Direktor am MPI in Tiibin-
gen, wo er seine Arbeit an den Grundlagen
der Wahrnehmung mittels Kombination von
bildgebenden und neurophysiologischen
Verfahren fortsetzte. Prof. Logothetis er-
hielt die DeBakey-Medaille, den Golden
Brain Award der Minerva-Stiftung, den
Louis-Jeantet-Prize fiir Medizin, sowie den
Ziilch- und den IPSEN-Preis.

Korrespondenzadresse

Christopher Petkov
Max-Planck-Institut fiir Kybernetik
Spemannstrafse 38, 72076 Tiibingen
Tel.:  +49(0) 7071 601 659

Fax:  +49(0) 7071 601 652

E-Mail: chris.petkov@tuebingen.mpg.de

SFB 780: Synaptische Mechanismen
neuronaler Netzwerkfunktion
(Synaptic mechanisms of neuronal

network function)

Peter Jonas

Seit dem Beginn des Jahres 2008 fordert
die Deutsche Forschungsgemeinschaft den
neuen Sonderforschungsbereich ,,Synaptische
Mechanismen neuronaler Netzwerkfunktion*
(,,Synaptic mechanisms of neuronal network
function®) in Freiburg im Breisgau. Der Son-
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derforschungsbereich wird im Wesentlichen
durch Arbeitsgruppen der Albert-Ludwigs-
Universitét Freiburg getragen. Dabei kommen
die Teilprojektleiter aus dem Institut fiir Ana-
tomie und Zellbiologie, dem Physiologischen
Institut, dem Institut fiir Experimentelle und

Klinische Pharmako-
logie und Toxikologie,
der Neurologischen
Universitatsklinik, der
Neurochirurgischen
Universitatsklinik, der
Radiologischen Uni-
versititsklinik, den Instituten fiir Biologie
I und III, dem Zentrum fiir Neurowissen-
schaften (ZfN), dem klinischen Neurozentrum
und dem ,,Bernstein Center for Computational
Neuroscience (BCCN) in Freiburg. Dariiber
hinaus ist eine Arbeitsgruppe aus dem Fried-
rich-Miescher-Institut in Basel beteiligt. Der-
zeit besteht der Sonderforschungsbereich aus
16 Teilprojekten und einem Zentralprojekt.
Ziel des neuen Sonderforschungsbereiches
ist es, ein detailliertes und quantitatives Bild
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von Struktur und Funktion zentraler Synapsen
zu erhalten. Insbesondere mochte der neue
Sonderforschungsbereich verstehen, wie die
Eigenschaften synaptischer Kommunikation
komplexe neuronale Netzwerkfunktionen
bestimmen. So wollen die Teilprojektleiter
analysieren, wie Codierung, Speicherung und
Wiederabrufen von Informationen in neu-
ronalen Netzwerken realisiert werden oder
wie oszillatorische Aktivitdt in neuronalen
Netzwerken generiert wird. Um diese Ziele
zu erreichen, legt der Sonderforschungs-
bereich 780 ein Forschungsprogramm vor,
das in drei Projektbereiche aufgeteilt ist
(Abbildung 1, Abbildung 2). Projektbereich
A (Synaptische Struktur und Funktion)
untersucht die Mechanismen synaptischer
Ubertragung, insbesondere im Hinblick auf
den Zusammenhang zwischen strukturellen
und funktionellen Aspekten. Projektbereich
B (Synaptische Modulation und Plastizitit)
charakterisiert die Mechanismen synaptischer
Modulation (z. B. durch den Neuromodulator
Dopamin) und die Prinzipien synaptischer
Plastizitét (z. B. von ,,spike timing‘‘- abhén-
gigen Plastizitétsformen). Projektbereich
C (Netzwerke und Netzwerkmodelle)
untersucht, wie aus der Synapsenfunktion
heraus komplexe Funktionen neuronaler
Netzwerke erklért werden kénnen. Wéahrend
die Untersuchungen im Projektbereich A und
B hauptsdchlich auf in vitro-Experimente
fokussiert sind, untersucht Projektbereich
C neuronale Netzwerkaktivitdt an in vivo-
Modellen bis hin zum Menschen. Aulerdem
entwickelt der Projektbereich C detailgetreue
Netzwerkmodelle.

Viele der Projekte des neuen Sonder-
forschungsbereiches beschéftigen sich mit
dem Hippokampus. Diese Wahl des Mo-
dellsystems hat unterschiedliche Griinde.
Einerseits hat der Hippokampus eine klare
Schichtenstruktur, die die Zellidentifizierung
und die systematische Analyse der Synap-
senfunktion vereinfacht. Andererseits ist der
Hippokampus ein neuronales Netzwerk, das
fiir Lernen und Gedéichtnis von besonderer
Bedeutung ist. Damit ist diese Gehirnstruktur
fiir die Untersuchung der molekularen und
zelluldren Mechanismen héherer Gehirn-
funktionen pradestiniert.

Um die Funktion zentraler Synapsen zu
charakterisieren, kommen im neuen Son-
derforschungsbereich zahlreiche moderne
Methoden zum Einsatz. Die verwendeten
Techniken beinhalten proteomische Verfah-
ren (z. B. Massenspektrometrie), genetische
Techniken, elektronenmikroskopische Me-
thoden einschlieBlich Gefrierbruchtechniken
und Hochdruckgefrieren von unfixiertem
Gewebe, Patch-Clamp-Ableitungen von
prasynaptischen Elementen, Simultanablei-
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Abb. 1: Ziele und Struktur des SFB 780.
Der SFB besteht aus drei Projektbe-
reichen, die unterschiedliche Ebenen der
Funktion von neuronalen Netzwerken abde-
cken (molekular, zellular und systemisch).

tungen von synaptisch gekoppelten Zellen,
funktionelles Magnetresonanz-Imaging
(fMRI) zur Untersuchung globaler Netz-
werkaktivitit, Diffusions-Tensor-Imaging
(DTI) zur Analyse des dreidimensionalen
Verlaufs von axonalen Traktsystemen, in
vivo - Ableittechniken und ein Spektrum von
Methoden aus dem Feld der ,,Computational
Neuroscience*. Dabei sind die hauptséchlich
verwendeten Modellsysteme Ratte, Maus,
Zebrafisch, C. elegans und, soweit moglich,
der Mensch. Zurzeit beschéftigen sich zwei
Teilprojekte des Sonderforschungsbereiches
mit synaptischer Ubertragung im mensch-
lichen Gehirn.

Der Sonderforschungsbereich verfolgt
sowohl ,,bottom up* — als auch ,,top down*
— Strategien. Die Langzeitvision ist es, zu
einer Konvergenz der beiden Ansétze und
damit zu einem ganzheitlichen Verstindnis
neuronaler Netzwerkfunktion zu gelangen.
Die Ergebnisse werden nicht nur fiir die
Grundlagenforschung von Bedeutung sein,

sondern auch fiir die Entwicklung neuer the-
rapeutischer Strategien. Da die synaptische
Kommunikation bei vielen Erkrankungen des
Gehirns gestort zu sein scheint, sind zentrale
Synapsen vielversprechende Angriffspunkte
fiir eine moderne Therapie neurologischer
und psychiatrischer Erkrankungen.

Um die im Forschungsprogramm defi-
nierten Ziele zu erreichen, ist ein interdis-
ziplindrer Forschungsansatz erforderlich,
in dem mehrere Teilprojekte ihre Expertise
zur Lésung eines gemeinsamen wissen-
schaftlichen Problems einbringen. Ein
Beispiel hierfiir ist die Untersuchung der
Mechanismen der Transmitterfreisetzung
und der Integration synaptischer Signale
(Abbildung 3). Im neuen Sonderforschungs-
bereich untersuchen Norbert Klugbauer
und Bernd Fakler die Eigenschaften der
prasynaptischen Ca,, -Kanéle und der durch
sie gebildeten Proteinkomplexe. Peter Jonas
arbeitet an den funktionellen Aspekten der
Kopplung zwischen prisynaptischen Ca, -
Kanilen und Ca,,-Sensoren der Exozytose
wihrend der synaptischen Transmission.
Akos Kulik und Michael Frotscher sind an
der Lokalisation prd- und postsynaptischer
Proteine interessiert. Schlieflich untersu-
chen Josef Bischofberger, Jakob Wolfart
und Carola Haas die Mechanismen der
Integration synaptischer Signale auf der
postsynaptischen Seite, d. h. im Dendriten
der Zielzelle. Diese Aktivititen werden zu
einem Gesamtbild der Mechanismen der
synaptischen Kommunikation fithren.

Ein besonderes Anliegen des Sonderfor-
schungsbereiches ist die Forderung des
wissenschaftlichen Nachwuchses. Dies
geschieht in enger Zusammenarbeit mit den
Ausbildungsplattformen des Graduiertenkol-

Abb. 2: Forschungsthemen ausgewahilter Teilprojekte im SFB 780. (A) Untersuchung von
Synapsenstruktur. Das Bild zeigt die hippokampale Moosfasersynapse, eine Schliisselsy-
napse im trisynaptischen Schaltkreis des Hippokampus. Die elektronenmikroskopische Auf-
nahme wurde mithilfe eines neuen Hochdruckgefrierverfahrens gewonnen. Aus: Teilprojekt
A4 (Frotscher und Jonas). (B) Untersuchung von Synapsenfunktion. Mit Paarableitungen
von synaptisch verbundenen Nervenzellen kann synaptische Kommunikation in definierten
Mininetzwerken charakterisiert werden. Im dargestellten Beispiel wurde die Synapse
zwischen einem inhibitorischen Interneuron (einer Korbzelle) und einem Prinzipalneuron
(einer Kornerzelle) im Hippokampus untersucht. Aus: Teilprojekt A5 (Jonas). (C) Beispiel der
Charakterisierung des dreidimensionalen Verlaufs axonaler Verbindungen mit der Methode
des ,,Diffusions-Tensor-Imaging“ (DTI). Aus: Teilprojekt C1 (Staiger und Hennig).
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Abb. 3: Interaktiver und interdisziplinarer
Forschungsansatz des SFB 780. Als Beispiel
fiir die enge Kooperation zwischen den Teil-
projekten ist die gemeinsame Untersuchung
der Kopplung zwischen prasynaptischen
Ca?*-Kanalen und Transmitterfreisetzung
gezeigt. Auf der prasynaptischen Seite ist

ein Ca?*-Kanal (rot) und ein mit Transmitter
gefiilltes synaptisches Vesikel zu erkennen.
Auf der postsynaptischen Seite sind die
Transmitterrezeptorkanale (blau) gezeigt. Die
rote Kurve (links oben) zeigt den Zeitverlauf
eines prasynaptischen Aktionspotenzials.

Die schwarze Kurve (links unten) stellt den
Zeitverlauf des postsynaptischen Stroms dar.
Die verschiedenen Teilprojektleiter bearbeiten
unterschiedliche Aspekte einer gemeinsamen
wissenschaftlichen Frage.

legs 843 ,,Mechanismen neuronaler Signal-
transduktion: Vom Molekiil zu Netzwerk® und
der ,,Spemann Graduate School of Biology
and Medicine” (SGBM), die im Rahmen der
Exzellenzinitiative gegriindet wurde.
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Konto Nr.

bei der Bank

BLZ

einmal jahrlich den Mitgliedsbeitrag in Hohe
von € einzuziehen

Ort, Datum

Unterschrift

Kontoinhaber

Anschrift
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Sophisticated
— Life Science Research
Instrumentation

In-Vivo
Phenotyping

State-of-the-art behavioral and
physiological animal research
systems for a wide variety of
scientific investigations

Learning & Memory W LabMaster - Integrated
Anxiety & Depression Modujer NBitor B8 S
Conditioning

Active & Passive Avoidance
Startle Response / PPI
Drug Addiction

|
|
u
|
|
|
B Activity & Motor Function
H

Metabolism

B MultiConditioning System

B PhenoMaster - Fully Automated
High Throughput Multi-Dimensional
Phenotyping System W Startle Response / PPl System

TSE Systems GmbH

a member of the TSE Systems International Group
USA Toll Free: Phone 1-866-466-8873 © Fax 1-866-467-8873, Germany: Phone +49-(0)6172-789-0  Fax +49-(0)6172-789-500

info@TSE-Systems.com ¢ www.TSE-Systems.com



