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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

1.1 Uberblick und Zielsetzung

Die Verwendung von Cochlea-Implantaten (Cl) und Hirnstammimplantaten (ABI
= auditory brainstem implant) zur Behandlung der fortgeschrittenen
Schwerhdrigkeit oder Gehdorlosigkeit nimmt in den letzten Jahren stetig zu. Bei
diesen Verfahren werden den betroffenen Patienten nach Innenohr- oder
Hornervenschadigung akustische Horeindriicke erfolgreich durch direkte
elektrische Stimulation auditorischer Neurone vermittelt. Die Reizelektrode liegt
hierbei entweder in der Scala tympani der Cochlea (Cl-Versorgung) oder unter
Umgehung der Cochlea und des Hoérnerven direkt an einem der
weiterverarbeitenden Zentren im Hirnstamm (ABI-Versorgung), dem Nucleus
cochlearis (NC). Eine weitreichend bekannte Einschrankung in der
Weiterentwicklung beider Systeme stellt die groBe Anzahl simultan erregter
Neurone dar. Dies wird unter anderem flUr eine begrenzte dynamische
Bandbreite und eine Limitation der Anzahl separater Kanale, mit der akustische
Informationen solcher Systeme weitergeleitet werden konnen, verantwortlich
gemacht.

Durch die Mdoglichkeit, Nervenzellen mit implantierbaren Hérsystemen wie Cl
oder ABI auf mikroskopischer Ebene zu verbinden, kénnten Anwendungen aus
dem Gebiet der Neuroelektronik Einzug in die Hals-Nasen-Ohrenheilkunde
halten. Denkbar ist zum Beispiel ein aus Nervenzellen bestehender
mikroelektronischer Schaltkreis auf axonaler Ebene, der die elektrische
Weiterverarbeitung der Hoéreindricke unterstutzt und so die Bandbreite der
durch implantierbare Horhilfen vermittelten Horinformation erweitert. Auf diese
Weise konnte eine verbesserte Klangqualitdit und vor allem ein verbessertes
Sprachverstandnis  fur den  Patienten erreicht werden.  Aufgrund
elektrotechnischer, physikalischer und bautechnischer Gegebenheiten wére die

Nutzung eines solchen Netzwerks aus auditorischen Neuronen und Mikrochips
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aus heutiger Sicht zum Beispiel unter Einbezug von Halbleitermaterialien
denkbar.

Ziel dieser Arbeit war es, grundlegende Erkenntnisse Uber Interaktionen
auditorischer Neurone — hier Zellen des Nucleus cochlearis - mit
Halbleitermaterialien in der Zellkultur zu erhalten. Es sollte zunéchst ein Model
zur Kultur von NC-Zellen etabliert werden mit dessen Hilfe das Uberleben der
Neurone und das Neuritenwachstum auf licht- und elektronenmikroskopischer
Ebene genauer untersucht werden kann. Besondere Beachtung sollte hierbei die
Wirkung von Faktoren wie Materialeigenschaft, -beschaffenheit und
Oberflachenbeschichtung finden, die das Neuritenwachstum positiv oder

negativ beeinflussen.

1.2 Horbehinderung und Zahlen zu Horstérungen

In Deutschland gibt es ca. 13,3 Millionen Horbehinderte. Unter den Begriffen
»,Horbehinderte* oder ,HOrgeschadigte* werden ublicherweise Schwerhorige,
Ertaubte und Gehdrlose zusammengefasst. Dabei weisen Schwerhorige einen
mehr oder weniger ausgepragten Hoérverlust auf. Ertaubte haben ihr Gehor
nach dem Erwerb der Sprache vollstandig verloren. Taubheit bedeutet nach
gangiger Definition, dass Schallereignisse, also Gerausche und Téne, nicht mehr
wahrgenommen werden konnen. Es wird eine absolute Taubheit von der
praktischen Taubheit, bei der noch einzelne Gerdusche oder Tténe (HOrreste)
wahrgenommen werden, unterschieden. Gehoérlose sind im Gegensatz dazu
taub geboren oder haben ihr Gehér vor dem Spracherwerb verloren. Von den
13,3 Millionen Horbehinderten sind ca. 13 Millionen Schwerhérige, ca. 150000
Ertaubte und etwa 80000 Gehorlose (Seidler et Walter, 2001).

Zusatzlich werden in Deutschland jedes Jahr ca. 600 Kinder taub geboren. Seit
dem 17. Jahrhundert ist der Zusammenhang zwischen Gehorlosigkeit und
Sprachentwicklung bekannt. Ein funktionierendes Ho6rorgan ist somit die
Voraussetzung fur eine normale Sprachentwicklung. Die Folge der

Gehorlosigkeit ist ohne intensive Therapiemalinahmen oft die Taubstummbheit
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mit einer extrem eingeschrankten Kommunikationsfahigkeit und Nachteilen in
der geistigen und korperlichen Entwicklung (Sohn et Jérgenshaus, 2001; Seidler
et Walter, 2001).

1.3 Allgemeine Anatomie & Physiologie des Horens

Das Hororgan des Menschen wird in ein peripheres und ein zentrales Horsystem
gegliedert. Das periphere Hororgan wird in drei Abschnitte eingeteilt: das
aulere Ohr, das Mittelohr und das Innenohr (Cochlea). Die anatomische Grenze
zwischen peripherem und zentralem System liegt an der Eintrittstelle des VIII.
Hirnnerven in den Hirnstamm. Die funktionelle Grenze bildet die zentrale
Synapse des peripheren Neurons.

Die Aufgabe des auReren Ohres (Ohrmuschel und &uRerer Gehdrgang) besteht
in der Weiterleitung des Schalls an das Mittelohr, dessen Hauptfunktion die
Impedanzanpassung darstellt. Um die Ubertragungsverluste des Schalldruckes
durch die unterschiedlichen akustischen Impedanzen von Luft (Aul3eres Ohr und
Mittelohr) und Flussigkeit (Cochlea) auszugleichen, wird der Schalldruck vom
Auftreffen auf das Trommelfell bis zur Weiterleitung in die Cochlea Uber die
Stapesful3platte im Mittelohr etwa 22-fach verstarkt (Becker et al., 1994;
Jurgens 2004).

Das Innenohr (Cochlea) liegt in der Pars petrosa des Schlafenbeins und
beherbergt das Corti-Organ mit den Haarzellen, den eigentlichen Sinneszellen
des Gehors. Der kndcherne Schneckenkanal windet sich auf einer Lange von 3-
3,5 cm 2,5-mal spiralformig um die Schneckenachse (Modiolus) und beinhaltet
die drei Hohlraume der Scala media, der Scala vestibuli und der Scala tympani.
Die Funktion der Cochlea besteht in der Kodierung der akustischen
Informationen in neuronale Signale. Dazu werden durch das Zusammenwirken
der inneren und &uBeren Haarzellen die durch die Schalleinwirkung
hervorgerufenen Basilarmembranschwingungen durch den so genannten
Frequenz-spezifischen cochledren Verstarker-Mechanismus vergrof3ert und
verscharft (Ashmore et Gale, 2004). Seit Békésy 1960 erste diesbezligliche

Arbeiten veroffentlichte sind zahlreiche Modelle dieser Mechanismen
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beschrieben, aber auch widerlegt worden (Ashmore et al., 2002). Im Corti-
Organ werden aufere von inneren Haarzellen unterschieden, wobei die inneren
Haarzellen (IHZ) die eigentlichen Rezeptorzellen darstellen. Die &ulReren
Haarzellen (AHZ), die Uberwiegend efferent innerviert werden, sind in der Lage,
auf Veradnderung des Membranpotentials mit somatischen Grolienanderungen
zu reagieren, was auch als Elektromotilitat bezeichnet wird (Brownell et al.,
1985; Santos-Sacchi et Dilger, 1988). Die AHZ werden als Sitz des cochlearen
Verstarkers angesehen. Obwohl das Protein Prestin, das sich vor allem in der
basolateralen Membran der AHZ nachweisen lasst (Zheng et al., 2002), als
Motoprotein fir die Beweglichkeit der AHZ verantwortlich gemacht wird (Zheng
et al., 2000) sind diesbezlglich weiterhin viele Fragen ungeklart. So
beispielsweise die hohe zeitliche Auflosung, bei der die Elektromotilitdt im
Mikrosekundenbereich bis hin zu hohen akustischen Frequenzen arbeitet (Dallos
et Evans, 1995; Frank et al., 1999). Ohne die AHZ ist eine Erhohung der
Horschwelle um 50-60 dB beschrieben (Ryan et Dallos, 1975).

Das zentrale Horsystem (Abbildung 1-1) beginnt im Hirnstamm mit dem
Nucleus cochlearis, verlauft hauptsachlich, aber nicht ausschlieflich,
kontralateral Uber die beiden oberen Olivenkomplexe, den Colliculus inferior des
Mittelhirns und den Thalamus zum auditorischen Kortex, der hauptsachlich im
Temporallappen lokalisiert ist (Arnold et Ganzer, 1999; Probst et al., 2004).
Moderne bildgebende Verfahren ermdglichen in vivo-Einblicke in die Aktivitat
und die Funktionsweise des zentralen Horsystems bei Individuen mit normaler
oder krankhaft bzw. artifiziell verdnderter Horfunktion. Hierbei sind vor allem
die Funktions-Magnetresonanztomographie und auch die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) hervorzuheben (Johnsrude et al., 2002). Hauptaugenmerk
liegt bei derartigen Studien oft auf der Wahrnehmung von Horeindriicken wie
Sprachverstéandnis, der Verarbeitung von Melodien oder der gerichteten
Aufmerksamkeit mit der Unterdriickung von Hintergrundgerauschen (Sergent,
1993; Rees et Frith, 1998; Scott et al., 2000). Die aufgezahlten
Verarbeitungsmuster werden, unter der Voraussetzung einer spezifischen

Kodierung der Horeindricke in der Cochlea, als zentrale Leistung des Gehirns
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angesehen. Durch Vestibularisschwannome und deren mechanische
Kompression des Hornerven werden Informationsverluste hervorgerufen, die
beispielsweise durch Diskriminationsverluste bei Sprachverstandnis-Testung
verifiziert werden kdénnen (Masuda et al., 2004). Auch durch den Ersatz der
Funktion der Cochlea durch ein ClI werden Veradnderungen der Horeindricke
erzeugt, die in PET-Untersuchungen durch unterschiedliche Hirnaktivitat bei
Patienten nach erfolgter Cl-Rehabilitation im Vergleich zu normal Horenden

objektiviert werden konnten (Johnsrude et al., 2002).
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Abbildung 1-1: Darstellung der zentralen, afferenten Hoérbahn. Die zentrale
Horbahn beginnt anatomisch mit dem Eintritt des N.vestibulocochlearis (VIII.
Hirnnerv) in den Hirnstamm. Die in ihm verlaufenden afferenten Nervenfasern,
die zum groften Teil von den Spiralganglienzellen ausgehen, enden beidseits in
den Nuclei cochleares posteriores et anteriores. Von dort verlauft die Hérbahn
weiter zu den Kernen des oberen Olivenkomplexes, im Lemniscus lateralis, zum
Colliculus inferior und dem Corpus geniculatum mediale. Als Endpunkt und
primares Horfeld ist beim Menschen das Feld 41 nach Brodmann nachgewiesen
worden. Die neuronalen Signale kreuzen auf ihrem Weg dorthin zum GroRteil
auf die Gegenseite, weiterhin existieren zahlreiche Verbindungen der einzelnen
Kerngebiete untereinander (Abbildung aus: ,The Ciba Collection of Medical
lllustrations, Farbatlanten der Medizin, Band 5, Nervensystem I“, Frank H.
Netter, Georg Thieme Verlag, Stuttgart-New York, 1987).
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1.4 Pathologie des Horens

Ein teilweiser oder vollstandiger Horverlust kann verschiedene Ursachen haben.
Dabei kann jede Stufe des HoOrsystems betroffen sein, von der Verlegung des
auleren Gehorgangs durch Cerumen bis hin zu Durchblutungsstérungen der
Horrinde. Zu unterscheiden ist dabei die Schallleitungsschwerhorigkeit, bei der
die Ursache entweder im &aul’eren Ohr oder im Mittelohr liegt, von der
Schallempfindungsschwerhdorigkeit, deren Ursache am haufigsten in der Cochlea
lokalisiert ist (sensorische Schwerhdorigkeit). Im Unterschied hierzu werden
Stoérungen des Hoérnerven oder der zentralen Horbahn als retrokochledre bzw.
zentrale Schwerhdorigkeit bezeichnet (Boenninghaus et Lenarz, 1996; Becker et
al., 1994). Im Weiteren wird auf die Einteilung und mdgliche Ursachen der
Schwerhdrigkeit eingegangen, bevor dann im folgenden Kapitel heutige

Behandlungsmadglichkeiten zusammengefasst werden.

1.4.1 Schallleitungsschwerhorigkeit

Eine der haufigsten Ursachen stellt hier die Verlegung des aulieren Gehdrgangs
durch Cerumen, Fremdkdrper oder gutartige Knochenneubildungen, Exostosen,
dar. Weitere, meist reversible Prozesse ergeben sich durch das Vorliegen eines
Muko- oder Serotympanons. Andere Ursachen wie Otosklerose oder eine
chronische Otitis media kdnnen durch eine sogenannte Steigbiigeloperation
oder durch Rekonstruktionstechniken des Schallleitungsapparats in den meisten
Fallen deutlich gebessert werden. Bei vielen Schallleitungsschwerhorigkeiten ist
somit eine kausale Therapie mdglich. Kann diese aus unterschiedlichen Griinden
nicht erfolgen, kann eine Schallleitungsschwerhdrigkeit auch durch
konventionelle oder knochenverankerte Hoérgerate, die den Schall verstarken,

verbessert werden.

1.4.2 Schallempfindungsschwerhorigkeit
Hier sind anatomisch-funktionell retrocochledre Horstérungen von den
wesentlich haufigeren cochlearen Stérungen zu unterscheiden. In der zuerst

genannten Gruppe wird eine neurale von der zentralen Schwerhérigkeit
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abgegrenzt. Klinisch ist es oft schwierig, die drei genannten Ursachen
voneinander zu unterscheiden, da nicht selten auch kombinierte Stérungen
auftreten. Obwohl die Ursache von Schallempfindungsstérungen oft unbekannt
bleibt sind einige Faktoren, die zu Innenohrschwerhorigkeit fihren kénnen, gut
untersucht. So konnte bei zahlreichen Medikamenten wie Aminoglykosiden und
Zytostatika (Fee, 1980; Lautermann et al., 2004), bei gewerblichen Stoffen wie
dem Lésungsmittel Aminobenzol oder bei dem Schwermetall Arsen eine
toxische Wirkung auf das Innenohr nachgewiesen werden (Fechter, 2004), die
reversibel oder auch irreversibel sein kann. Larm kann zur direkten
Traumatisierung der cochlearen Strukturen mit folgendem Horverlust fuhren
(Hausler, 2004), dabei kénnen akustische Traumen mit hoher Schallenergie
genauso zu einer dauerhaften Innenohrschwerhorigkeit fuhren wie die
Einwirkung niedrigerer akustischer Energie tber einen langen Zeitraum. Neben
larmbedingten Innenohrschadigungen koénnen auch Infektionen, z.B. im
Rahmen einer Meningitis, in jedem Alter zu Innenohrschadigungen und
Horstorungen fuhren. Andere Innenohrlasionen konnen im Rahmen
immunassoziierter Erkrankungen, akuter und chronischer
Durchblutungsstorungen oder metabolischer Syndrome hervorgerufen werden.
Welcher dieser Mechanismen im Einzelfall fir die Schadigung verantwortlich ist
kann oftmals nur vermutet werden, was beispielsweise in der Beurteilung einer
anzuerkennenden Berufskrankheit weitreichende Folgen haben kann.

Eine weitere, groBe Gruppe der cochledren Schwerhorigkeiten stellen die
hereditdren Innenohrschwerhérigkeiten dar. Grundsatzlich koénnen hier
syndromale von nichtsyndromalen Formen unterschieden werden. Eine
syndromale hereditare Schwerhdrigkeit wie sie beim Usher-, Cogan- oder
Waardenburg-Syndrom auftreten kann ist meist konnatal vorhanden. Diese
kann sich aber auch, genauso wie hereditdre, nichtsyndromale
Innenohrstérungen, spater, selten erst im Erwachsenalter, manifestieren.
Hierbei sind fur die meisten bekannten Erbgéange Erkrankungen beschrieben,

wobei zur Zeit vor allem die mitochondrial vererbten Schwerhorigkeiten
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Beachtung finden (Kupka et al., 2004; Jacobs et al., 2004; Riemann et al.,
2004).

1.5 Cochlea-Implantat/Hirnstammimplantat

Menschen mit einer fortgeschrittenen, beidseitigen Schwerhorigkeit kdnnen von
der Versorgung mit einem CI profitieren. Die Funktionsweise eines Cls beruht
auf der direkten elektrischen Stimulation auditorischer Neurone Uber eine
chirurgisch in die Scala tympani eingelegte Mikroelektrode. Zunachst missen
die Uber ein Mikrophon aufgenommenen &uBeren Schallsignale durch einen
Mikroprozessor in elektrische Impulse umgewandelt werden, die dann Uber
mehrere Kandle -der tonotopischen Anordnung in der Cochlea folgend- an den
Hornerven weitergeleitet werden. Bis zum Jahr 2002 wurden weltweit bereits
mehr als 40000 Menschen mit Cls versorgt (Rauschecker et Shannon, 2002).
Sie alle profitieren von den erzielten Fortschritten auf dem Gebiet der Cochlea-
Implantation in den vergangenen 30 Jahren (Loeb, 1990; Rauschecker, 1999).
Viele mit einem solchen Implantat versorgte Patienten kdnnen tber das Telefon
mit anderen Menschen kommunizieren, Kinder kénnen vielfach die Regelschule
besuchen. Seit den ersten Implantationen in den 70er Jahren und kontroversen
Diskussionen uber Vor- und Nachteile solcher Versorgungen (Brackmann, 1976)
ist bis heute die Indikation und der geeignete Zeitpunkt der Implantation bei
Kindern Gegenstand zahlreicher Arbeiten. Verbesserungsmaoglichkeiten werden
heute vor allem in der Weiterentwicklung der Sprachprozessoren und des
Elektrodendesigns gesucht (Laszig et al.,, 2004). Die Entwicklung von
Mehrkanalelektroden, die die gleichzeitige Verabreichung pharmakologischer
Substanzen in die Cochlea erlauben (Shepherd et Xu, 2002), oder intraneuralen
Elektroden, die den Nervus cochlearis direkt stimulieren (Badi et al., 2003;
Hillman et al., 2003; Arts et al., 2003), lasst eine weitere Verbesserung des
Sprachverstandnisses erwarten.

Patienten mit einer Erkrankung des Hornerven kénnen von einer Cl-Versorgung
nicht profitieren. Bei diesen Patienten muss die elektrische Stimulation unter

Umgehung der Cochlea und des Hoérnerven an einem die Horeindricke
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weiterverarbeitendem Zentrum der zentralen Ho6rbahn erfolgen. Ort der
Stimulation ist bei diesen Prothesen der Nucleus cochlearis, nach der Cochlea
der nachste Ort der Horbahn in dem eine Weiterverarbeitung der Horeindrucke
stattfindet (Brackmann et al., 1993). Das Funktionsprinzip bei den seit den
spaten 70er Jahren vor allem im House Ear Institute in Los Angeles, USA,
entwickelten Prothesen ist @ahnlich dem des CI (Edgerton et al., 1982). Ein
Sprachprozessor Ubersetzt die aufgenommenen Schallsignale in elektrische
Impulse, die dann Uber Platinelektroden die NC-Neurone direkt stimulieren
(Jackson et al., 2002). Bis zum Jahr 2004 wurden weltweit mehr als 300
Patienten mit einer solchen Prothese versorgt. Die Indikationen hierzu reichen
von beidseitigen Tumoren des Hornervens, z.B. bei Neurofibromatose Typ Il
(Kuchta, 2004a), uUber beidseits komplett ossifizierte Cochleae (Grayeli et al.,
2003), bis zum fehlenden Erfolg einer Cl-Versorgung (Colletti et al., 2004). Mit
einem ABI versorgte Patienten erreichen bis heute jedoch bei weitem nicht das
Sprachverstandnis der meisten CI-Trager. Rauschecker et al. (2002) fuhren
hierzu zahlreiche mdégliche Ursachen auf. Versuche, das HOrergebnis nach einer
ABI Versorgung zu verbessern, stellen momentan - im Gegensatz zu den
ursprunglich verwendeten dem Hirnstamm oberflachlich anliegenden Elektroden
- die Verwendung penetrierender Elektroden (McCreery et al., 1998), die
subtonsillare Platzierung des Implantats (Seki et al., 2003) oder die Entwicklung
von Mehrkanal-Elektroden (Kuchta et al., 2004) dar.

1.6 Halbleiter

1.6.1 Physikalische Grundlagen

Als Halbleiter werden in der Physik Festkorper bezeichnet, deren elektrische
Leitfahigkeit zwischen der eines Metalls und eines Isolators liegt. Man
unterscheidet organische Halbleiter wie Anthracen oder Polyvinylcarbazol,
Halbleiterverbindungen  wie  Galliumphosphid  oder  Zinksulfid und
Elementarhalbleiter wie das Silizium. In reiner Form besitzen diese Halbleiter
eine kristalline Struktur, die der des Diamanten sehr ahnlich ist. Jedes dieser

Halbleiteratome besitzt auf der Aul’enschale vier Elektronen. Aus energetischen
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Grinden hat jedes dieser Atome das Bestreben, acht Elektronen auf die
AuBenschale zu bekommen. Jeweils vier benachbarte Atome teilen sich nun die
Elektronen der AuRenschale, was zur Folge hat, dass jedes einzelne Atom dann
acht Elektronen auf der AuRenschale besitzt. Wie bei Edelgasen, die auf Grund
einer komplett gefillten &ulReren Elektronenhulle ideale Isolatoren darstellen,
sind bei Halbleitern am absoluten Nullpunkt (0° Kelvin) keine freien Elektronen
vorhanden, sie stellen bei dieser Temperatur einen lIsolator dar. Wird durch
Energiezufuhr deren Temperatur erhoht, beginnen die Atome zu schwingen. Je
mehr Energie zugefihrt wird, desto mehr Bindungen brechen auf. Hierdurch
bilden sich zum einen freie Elektronen, zum anderen entstehen an den Stellen
heraus gel6ster Elektronen frei bewegliche Elektronenliicken. So ergeben sich
bei hoherer Energiezufuhr mehr Ladungstrager, was die Eigenschaft der
temperaturabhangigen elektrischen Leitfahigkeit von Halbleitern erklart.

Durch Energiezufuhr kann somit die Leitfahigkeit von Halbleitern erhéht
werden. Auch durch eine gezielte Verunreinigung eines Halbleiters mit
Fremdatomen kann die Leitfahigkeit beeinflusst werden. Bei diesem Vorgang,
dem Dotieren, kann ein Uberschuss oder ein Mangel von Elektronen gezielt
herbeigefuhrt werden, indem Fremdatome mit drei oder finf AulRenelektronen
in das Kristallgitter  eingebracht werden. Halbleiterbereiche  mit
Elektronenmangel bezeichnet man als p-dotiert, solche mit Uberschuss als n-
dotiert (Abbildung 1-2, siehe auch ,Brockhaus Naturwissenschaft und Technik®,

sowie Lehrbicher der Physik).
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Abbildung 1-2: Modellvorstellung des Ladungstransports in reinen (a), p-
dotierten (b) und n-dotierten (c) Halbleitern. Jeweils vier benachbarte Atome
teilen sich acht Elektronen der Aufenhille im so genannten Valenzband. Durch
Energiezufuhr (z.B. als Warme) kdnnen sich dort Valenzelektronen l6sen und in
das so genannte Leitungsband wechseln, in dem sie zum Ladungstransport zur
Verfigung stehen (a). Durch gezielte Verunreinigung des Kristallgitters mit
Fremdatomen die als Elektronendonatoren (p-Dotierung, b) oder -akzeptoren
(n-Dotierung, c) fungieren, kann die Leitféahigkeit positiv oder negativ
beeinflusst werden (modifiziert aus: Brockhaus Naturwissenschaft und Technik,
Spektrum Verlag, Mannheim-Leipzig, 2003).
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1.6.2 Anwendung von Halbleitern

Durch die Kombination von n- und p-dotierten Bereichen kénnen so genannte
Halbleiterbauelemente wie Dioden oder Transistoren hergestellt werden. Aus
vielen solcher Bauelemente in einem einzelnen Kristall kénnen komplexe,
integrierte Schaltungen produziert werden, wie sie haufig als Mikrochips
Verwendung finden. In vielen elektrotechnischen Bauteilen, insbesondere in der
Mikroelektronik werden die genannten Eigenschaften der Halbleiter ausgenutzt,
beispielsweise als integrierte  Schaltkreise, ~Computerchips oder als
Speichermedien.

Durch die Einfihrung der so genannten Lithographie bei der Herstellung von
Mikrochips ist es gelungen, extrem miniaturisierte Schaltungen und damit auch
winzige elektrotechnische Bauteile herzustellen. Man bezeichnet dies auch als
Nanotechnologie.

Ohne die Mikrochip-Technologie waren heutige Rechenleistungen von
Computern undenkbar und auch die CI- oder ABI-Technik kommt ohne die
Verwendung von mikroelektronischen Bauelementen nicht aus. Neue Ansatze
zur Verwendung solcher Techniken in der Medizin stellen Biosensoren zur
Testung toxischer oder pharmakologischer Substanzen auf Zellen,
Neuroprothesen oder die Entwicklung einer auf Halbleitertechnik basierenden

elektronischen Nase (Thaler, 2002) dar.

1.7 Zellkultur auditorischer Neurone

In der Literatur sind zahlreiche Arbeiten Uber Zellkulturen auditorischer
Saugetierneurone zu finden. Ein Schwerpunkt bei diesen Untersuchungen ist die
Regulation der Reifung, des Uberlebens und der Funktion neuronaler Zellen des
peripheren und zentralen Nervensystems. Wahrend die Zellkultur von
Spiralganglienzellen seit geraumer Zeit mit groflem Interesse verfolgt wird und
Erkenntnisse hiertiber weitreichender Art vorliegen, haben in jlungerer
Vergangenheit auch Kulturen mit Zellen des NC oder von Neuronen der
Horrinde grollere Beachtung gefunden (Gopal et Gross, 1996). Bei

Experimenten, die sich mit dem Uberleben neuronaler Zellen oder deren
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Differenzierung in Kultur beschéaftigen, ist die Zugabe von Seren zu dem
eigentlichen Wachstumsmedium problematisch, da das mogliche Vorhandensein
von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen im Serum genauso zu einer
Verfalschung der Ergebnisse fihren kann wie die unterschiedliche
Zusammensetzung verschiedener Chargen des Serums (Romgjn, 1988; Bjare,
1992). Um diesen Unwagbarkeiten auszuweichen, sollte bei den durchgefiihrten

Versuchen auf chemisch definierte Medien zuriickgegriffen werden.

1.7.1 Spiralganglienzellkultur

Mit Hilfe von Einzelzellkulturen oder Kulturen des gesamten Spiralganglions
wurden die Effekte verschiedener Wachstumsfaktoren wie Neurotrophin-3 (NT-
3), Brain derived neurotrophic factor (BDNF) oder Fibroblast growth factor-1
(FGF-1) auf die Entwicklung von Spiralganglienzellen der Ratte und der Maus
untersucht (Lefebvre et al., 1990; Mou et al., 1997; Zhou et al., 1996; Dazert et
al., 1998; Aletsee et al., 2003), ebenso wie die Wirkung von Proteinen der
extrazellularen Matrix (ECMP) wie Laminin oder Tenascin auf das
Neuritenwachstum (Aletsee et al.,, 2001). Es liegen Erkenntnisse ihres
Zusammenspiels mit der allgemeinen Entwicklung der Cochlea (Sobkowitz et
al., 1993), uber chemische Strukturen verschiedener Neurotransmitter und
deren Rezeptoren (Lefebvre et al., 1991; Chao, 1992) bis hin zu mdglichen
intrazellularen Ubertragungswegen von Neurotrophin-Signalen vor (Kaplan et
Stephens, 1994; Aletsee et al., 2001a & 2002). Als Kulturmedium dienten bei
diesen Untersuchungen sowohl serumfreie als auch mit verschiedenen fetalen
Seren versetzte Losungen, oft auf Basis von ,minimal essential medium* (MEM)

oder Dulbecco”s modified Eagle Medium (DMEM).

1.7.2 Nucleus cochlearis-Zellkultur

Historisch werden die Zellen des Nucleus cochlearis nach ihrer Lokalisation
(Lorente de No, 1933), Morphologie (Osen, 1969; Brawer et al., 1974) oder
nach ihrer Aktivitat auf akustische Stimulation (Pfeiffer, 1966; Evans et Nelson,

1973) eingeteilt. Dissoziierte NC-Zellen des Meerschweinchens, der Maus oder
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der Ratte werden aufgrund ihrer guten Abgrenzbarkeit gegenuber
umgebenden Neuronen des zentralen Nervensystems und ihrer leichten
Zuganglichkeit  bevorzugt zu  elektrophysiologischen  Untersuchungen
herangezogen, um die Entstehung intrinsischer elektrischer Potentiale und
deren Entladungsmuster sowie Membranpotentiale oder transmembranéare
Transportsysteme zu untersuchen (Manis et al., 1994; Oertel et al., 1990). Fur
die Uberwiegend als Einzelzellkulturen durchgefiihrten Untersuchungen an NC-
Zellen der Ratte erwiesen sich sowohl serumfreie als auch mit Pferde- oder
Rinderserum versetzte Medien als geeignet (Fitzakerley et al., 1997). Aufgrund
der Fragestellungen und der Kultur von Zellkonglomeraten haben wir zunachst
auf die Berucksichtigung der anatomisch-funktionellen Einteilung des NC in
einen anteriorventralen, posteriorventralen und dorsalen Teil ebenso verzichtet,
wie auf die morphologischen Unterschiede der Einzelzellen und eine

Differenzierung der unterschiedlichen Zellfortsatze.

1.8 Fragestellung

Zunachst soll eine Versuchsanordnung entwickelt werden mit der nicht nur
Einzelzellen des Nucleus cochlearis, wie in der Literatur mehrfach beschrieben,
sondern auch dessen Zellkonglomerate kultiviert werden kénnen. Im weiteren
Schritt sollen die Auswirkungen verschiedener Oberflachenbeschaffenheiten von
Halbleitern, unterschiedliche Halbleitermaterialien selbst und der Einfluss des
ECM-Proteins Laminin auf das Neuritenwachstum untersucht werden. Darlber
hinaus sollen durch elektronenmikroskopische Analysen der kultivierten
Explantate weitere Erkenntnisse uUber das Neuritenwachstum von NC-Zellen,
deren Verhalten an mechanischen Hindernissen und deren Zusammenwirken
mit nichtneuronalen Zellen auf den verschiedenen Oberflachen untersucht

werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Um diese Fragestellungen beantworten zu kénnen, wurden zunéachst
Zellkulturversuche mit NC-Explantaten in unterschiedlichen Kulturmedien, auf
verschiedenen Halbleitermaterialien sowie mit unterschiedlichen
Oberflachenveredelungen und -beschichtungen mit ~ ECM-Proteinen
durchgefuhrt. Des  Weiteren wurde das  Neuritenwachstum  auf

elektronenmikroskopischer Ebene genauer betrachtet.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Untersuchungsmaterial und Gewebegewinnung

Alle Untersuchungen und chirurgischen Eingriffe an Tieren waren entsprechend
den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes durch die
Tierschutzkommission der Universitat Wirzburg legitimiert.

10 Tage alte Sprague-Dawley Ratten (Charles River, Deutschland) wurden
durch  intraperitoneale  Applikation  eines  Gemisches  (0,4mi/100g
Korpergewicht), bestehend aus 1,26mg/ml Ketamin, 0,25mg/ml Azepromezin,
1,26mg/ml Xylazin, anasthesiert und anschlieBend dekapitiert. Die weitere
Praparation (siehe auch Rusznak et al.,, 2001) wurde unter sterilen
Bedingungen in Dulbecco”s phosphatgepufferter Kochsalzlésung (D-PBS) mit
Hilfe eines Operationsmikroskopes (OP 11, Carl Zeiss, Jena) durchgefiihrt. Nach
Spaltung und Lateralisierung der Haut wund des darunterliegenden
Weichteilgewebes wurde der knocherne Schadel der Tiere dorsal, mittsagital
eroffnet. Nach Entfernung der dorsalen Schadelanteile und unter Beachtung der
vollstdndigen Durchtrennung aller Hirnnerven am Eintritt in die jeweiligen
Foramina kann das Gehirn vorsichtig aus dem Schadel herausgeltst und in eine
Petri-Schale mit gekihltem D-PBS transferiert werden. Das Grol3hirn wurde
abgetrennt und die Vorderseite des Hirnstamms von Meningen und grof3eren
Blutgefalien befreit. Nun kann der NC an beiden Seiten, durch Orientierung an
den Pedunculi cerebelli inferiores identifiziert und mit einer feinen Pinzette
abgeltst werden. Der NC wurde darauf mit einem Skalpell in acht bis zehn

gleichgroRe Stlicke separiert und unmittelbar nach der Praparation zentral auf
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die Halbleiterplattchen bzw. in die Mitte der Kulturschalen transferiert (siehe
Abbildung 2-1).

Abbildung 2-1: Praparation des Nucleus cochlearis von zehn Tage alten Ratten.
Dargestellt ist das aus dem knochernen Schadel geloste Gehirn von dorso-
cranial (a). Nach Abtrennung des GroBhirns (b) erfolgt die Entfernung der
Meningen sowie der groRen BlutgefaBe und die Mobilisation des Cerebellums
nach cranial (c). Nach Identifikation des Nucleus cochlearis mittels des
Pedunculus cerebellaris inferior (d) vorsichtiges Ablésen von umgebendem
Hirngewebe (e) und Separation in 8-10 Explantate (f).

Balken a-e: 5mm, f: 1mm.
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2.1.2 Vorbereitung der Kulturplatten

Die Zellkultur erfolgte in Standardkulturplatten aus Polystyrol mit 48
Vertiefungen (Becton Dickinson Labware Europe, Le Point De Claix, Frankreich).
Die Halbleiterplattchen wurden mit Aceton und Athanol gereinigt und in einen
Teil dieser Kulturplatten gelegt. Zur Keimelimination wurden diese vor der
weiteren Praparation fir 2 Stunden mit UV-Licht von 366nm Wellenlange
behandelt (Desaga UVIS, Heidelberg). Entsprechend der Versuchsanordnung
wurden alle Kulturplatten und Halbleiterplattchen vor der Gewebebeschickung
mit Poly-D-Lysin (10 mg/ml; BD Biosciences, Heidelberg) in D-PBS fir eine
Stunde bei Raumtemperatur und ein Teil davon anschlieBend mit Laminin (LN,
1mg/ml; Laminin mouse, BD Biosciences, Heidelberg) in D-PBS Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Zwischen den einzelnen Schritten der Beschichtung erfolgte
jeweils eine Spulung der Platten mit dem 10-fachen Volumen an D-PBS.
Unmittelbar vor der Gewebebeschickung wurden die Platten mit dem jeweiligen
Kulturmedium gespult, anschlieBend gefillt und bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit kurzzeitig gelagert.

2.1.3 Inkubation und Kulturmedium

Die Inkubation erfolgte fur jeweils 96 Stunden bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchtigkeit in 100pl des verwendeten Wachstumsmediums. Hierbei wurde
ein Spiralganglienzellkulturmedium, das sich in zahlreichen Arbeiten als
Standardkulturmedium fur auditorische Neurone bewdahrt hatte (Aletsee et al.,
2002; Mlynski et al., 2002; Brors et al., 2002) im Vergleich zu einem, nach
Durchsicht verschiedener Arbeiten Uber Zellkulturversuche mit NC-Einzelzellen
(Fitzakerley et al., 1997; Poe et Brunso-Bechthold, 1998; Rusznak et al., 2001;
Fitzakerley, 2001), zusammengestelltem Medium, das unter 2.1.3.2

beschrieben ist, verwendet.

2.1.3.1 Spiralganglienzellkulturmedium
Grundlage dieses Mediums stellt Dulbecco™s modified Eagle medium (DMEM)

dar. Als Zuséatze erhélt dies 25mM HEPES Puffer, 30ul/ml N2 Supplement
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(Jeweils GIBCO Life Technologies, Heidelberg), 6mg/ml Glucose und 300U/ml

Penicillin (Grinenthal GmbH, Aachen).

2.1.3.2 Nucleus cochlearis-Kulturmedium

Als Vergleichsmedium diente serumfreies Neurobasal™Medium (GIBCO Life
Technologies, Heidelberg) mit B27 Supplement (50x). Bei einem Teil der
Untersuchungsgruppen wurde Glutamax (GIBCO Life Technologies, Heidelberg)
oder der Wachstumsfaktor NT-3 (10ng/ml, Sigma-Aldrich RBI, Muinchen)

zugesetzt.

2.1.4 Fixierung und immunhistochemische Farbung

Im Anschluss an die Zellkultur wurden alle Explantate mit einem Aceton-
Ethanolgemisch (1:1) fir etwa 15 min fixiert und zweimal mit D-PBS
gewaschen. Zur Reduktion unspezifischer Antikérperbindungen erfolgte die
Inkubation mit Pferdeserum (Elite Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, Inc.,
15upl/ml) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Der Nachweis der Neurone mit
ihren Neuriten erfolgte durch Markierung des 200kD-Antineurofilamentproteins
mit einem monoklonalen, in der Maus entwickelten Anti-Neurofilament
Antikérper (Chemicon Int., USA; 1:500 verdinnt in 1% Pferdeserum).
AnschlieBend wurden die Praparate durch Inkubation mit einem zweiten
biotinylierten Antikérper (Elite Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, Inc.) und
nachfolgendem Zusatz von Avidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat fur die

Anfarbung mit Diaminobenzidin (DAB Kit, Vector Laboratories, Inc.) vorbereitet.

2.2 Halbleitermaterialien

Als Halbleitermaterial standen Scheiben aus p-type Silizium {100} (Si) und p-
type Siliziumnitrid {100} (SisN4), jeweils in poliertem und unpolierten Zustand,
zur Verfigung (Firma Leica, Jena). Die Halbleiterplattchen wurden mit einem

Diamanten so zerschnitten, dass sie auf den Boden einer Standardkulturplatte
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(Falcon™ Multiwell 48, BD Bioscience, Heidelberg) gelegt werden konnten
(siehe Abbildung 2-2).

Abbildung 2-2: Die Oberflachen der verwendeten Halbleitermaterialien
lichtmikroskopisch (a & b) und elektronenmikroskopisch (¢ & d) betrachtet.
Lichtmikroskopisch (64xVergrofierung) zeigen beide Materialien poliert eine
glatte und spiegelnde Oberflache, SisN4 scheint golden und reines Silizium zeigt
eine grau-silberne Farbe (a). In unpoliertem Zustand (64x) zeigt sich bereits
lichtmikroskopisch eine rauere Oberflachenstruktur, wobei reines Silizium
grol3poriger erscheint (b). Elektronenmikroskopisch (500x) zeigen poliertes Si
und SisN4 eine absolut glatte Oberflache, die Pfeile markieren Artefakte durch
die Lamininbeschichtung (c). In unpoliertem Zustand zeigt sich
elektronenmikroskopisch (500x) der deutliche GréRenunterschied von Silizium-
Kristallen bzw. SizN4-Kristallen (d). Balken entspricht 400pum (a & b) bzw. 50um
(c & d). Abbildung ¢ und d sind zur besseren Anschauung mit CorelDRAW®6.0
(Corel Corporation, Ottawa, Canada) coloriert.
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2.3 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Uberlebensraten der NC-Explantate und des
Neuritenwachstums erfolgte lichtmikroskopisch. Das Neuritenwachstum wurde
hierbei nach der Neuritenanzahl und der —-lange pro Explantat beurteilt. Die
immunhistochemisch gefarbten Praparate wurden mit einer digitalen Kamera
(DXC 930 P, Sony, Japan) unter dem Mikroskop (Wilovert Will, Wetzlar)
fotografiert und digital in einen Rechner eingelesen (pci Graber 4, Phytec
Messtechnik, Mainz). Um den Abbildungsmalistab der Fotos zu bericksichtigen
wurde fur jede Vergrolierung ein Objektmikrometer abgelichtet mit deren Hilfe
dann Umrechnungsfaktoren fir die Berechnungen bestimmt werden konnten
(siehe Abbildung 2-3).
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Abbildung 2-3: Nucleus cochlearis-Explantat mit Mikrometer lichtmikroskopisch
betrachtet (20xVergrdsserung).
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2.3.1 Uberlebensrate der NC-Explantate

Alle mit Gewebe beschickten Zellkultureinheiten (wells) wurden nach Abschluss
der Farbung dahingehend untersucht ob das NC-Explantat disloziert oder
angewachsen war. Die angewachsenen Explantate wurden in diejenigen mit
und ohne feststellbares Neuritenwachstum eingeteilt und den verschiedenen
Untersuchungsgruppen zugeordnet. Als ,uUberlebende* Gruppe wurden die
Explantate definiert, die angewachsen waren und bei denen ein

Neuritenwachstum detektiert werden konnte.

2.3.2 Bestimmung der Neuritenanzahl

Es wurden alle Neuriten eines Explantats ausgezahlt und zwischen den
Untersuchungsgruppen Vergleiche angestellt. In friheren Versuchen wurde nur
das Viertel mit den meisten Neuriten eines jeden Explantats bertcksichtigt. Ein
statistischer Vergleich zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen

beiden Methoden, so dass hier alle Neuriten Bertcksichtigung fanden.

2.3.3 Bestimmung der Neuritenlange

In vorangegangenen Arbeiten (Dazert et al., 1998; Aletsee et al., 2001 & 2002)
wurden Auswertungsmethoden beschrieben, die auf der Messung der geraden
Distanz von der Grenze des Explantats zu den Enden der Wachstumskegel
basieren. Um auch die Langen nicht gerade wachsender Neuriten besser zu
erfassen wurde eine Software entwickelt (Mlynski et al., 2002), geschrieben in
der Programmieroberfliche Borland Delphi®, die eine genauere Auswertung
erlaubt. Da Neuriten mit all ihren Kurven und Biegungen mathematisch als Serie
kurzer, gerader Linien beschrieben werden konnen, wurde jeder Neurit mit
einer Computermaus abgefahren und als Serie Kkurzer, gerader Linien
dargestellt, deren Summe einen Polygonzug ergibt, welcher dem gekrimmten
Verlauf des jeweiligen Neuriten entspricht und so dessen Gesamtlange abbildet.
Auf diese Weise wurde die Lange aller Neuriten der Explantate bestimmt (siehe
Abbildung 2-4).
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Abbildung 2-4: Bestimmung der Neuritenldinge. Um den gesamten
Neuritenverlauf zu erfassen, wurden die einzelnen Neuriten in gerade

Einzelstrecken unterteilt und mit der Computermaus abgefahren (a). Die
Summe dieser Einzelstrecken ergibt die Gesamtlange eines Neuriten (b). Ein
komplett vermessenes Explantat ist in (c) dargestellt.

2.4 Statistik
Die Wahl der angewandten statistischen Tests war abhangig von den
erhaltenen Daten. Ist die Voraussetzung der Normalverteilung nicht zu
garantieren, wie dies oft bei kleinen Stichproben der Fall ist, kann man so
genannte verteilungsfreie Varianzanalysen wie den Kruskal-Wallis-Test bei
unabhangigen Stichproben einsetzen (Guggenmoos-Holzmann et Wernecke,
1995). Dementsprechend werden zumeist die Medianwerte, sowie die 25%-
und die 75%-Perzentile in Klammern angegeben. In den anderen Fallen wurde
der Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Der Vergleich und die
statistische Auswertung der unterschiedlichen Gruppen erfolgte durch Kruskal-
Wallis ANOVA (analysis of variance of groups) und bei paarweisem Vergleich
mit der Dunn-Methode anhand des Programms Statview 5.0 (Fa. SAS, Cary,
USA).

von 0.05

Allen Methoden wurde ein Signifikanzlevel im Vergleich zur

Nullhypothese zu Grunde gelegt.
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2.5 Elektronenmikroskopische Auswertung

Nach der Fixation wurden die Halbleiterplattchen mit den Praparaten aus der
Kulturplatte genommen und die Explantate auf der Plastikoberflache des
Plattenbodens fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen mit einem
Diamantbohrer aus der Platte herausgeschnitten. Um das Gewebe fir die
Elektronenmikroskopie vorzubereiten, verwendeten wir eine aufsteigende
Ethanolreihe (50, 60, 70, 80, 90, 100%), gefolgt von einer 30minitigen
Inkubation in Aceton (100%). Fur die kritische Punkttrocknung benutzten wir
eine CPD 030 (Bal-Tec Inc.). Die Untersuchungsmaterialien wurden zuerst fur
30min in Hexamethyldisilazane (Sigma) in Ethanol (1:1), dann fur 60min in
reiner Hexamethyldisilazane inkubiert und Uber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet. Abschlielend erfolgte die Beschichtung der Praparate mit Gold-
Palladium (SCD 005, Bal-Tec Inc.). Zur Elektronenmikroskopie diente bei 20-
10000facher VergrofRerung ein DSM 962 Mikroskop (Carl Zeiss, Jena).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Zellkultur

3.1.1 Model zur Kultur von Nucleus cochlearis-Zellen

Die gewahlten Techniken zur Gewinnung, Aufarbeitung und Zellkultur der
Gewebe stellen einen geeigneten Versuchsaufbau dar, mit dem Erkenntnisse
Uber das Wachstumsverhalten von NC-Zellen gewonnen werden kénnen. NC-
Zellen erscheinen hierbei fir den gewahlten Untersuchungszeitraum von 96
Stunden, und auch darUber hinaus, Uberlebensfahig und zeigen dabei ein
auswertbares Neuritenwachstum.

Der Versuch, mit den unter 2.1.3 beschriebenen Bedingungen auch NC-Zellen
von adulten Tieren zu kultivieren und zu einem Neuritenwachstum anzuregen

blieb dagegen erfolglos.

3.1.2 Kulturmedium

Zu Beginn der Untersuchungen zeigte sich, dass mit dem beschriebenen
Spiralganglienzellkulturmedium kein geeignetes Medium vorlag, um Aussagen
Uber das Wachstumsverhalten von NC-Zellen machen zu kénnen. Bei keinem
der zunachst mit SGZ-Kulturmedium erndhrten Explantate (n=24) konnte ein
lichtmikroskopisch detektierbares Neuritenwachstum nachgewiesen werden. In
weiteren Untersuchungen kristallisierte sich ein  mit B27-Supplement
angereichertes Neurobasalmedium als geeignetes Kulturmedium heraus. Hier
ergaben die Vorversuche ein verwertbares Neuritenwachstum. Der Zusatz von
Glutamax zeigte im gewdahlten Untersuchungszeitraum ebenso keinen
signifikanten Unterschied in der Neuritenaussprossung, wie die Anreicherung
des Kulturmediums mit NT-3, weshalb auf die Verwendung beider Substanzen

in den folgenden Untersuchungen verzichtet wurde.
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3.2 Lichtmikroskopie

Bei nachweisbarem Neuritenwachstum fand sich ein sehr ahnliches generelles
Wachstumsmuster der Nervenfortsidtze auf den verschiedenen Materialien und
Oberflachenbeschaffenheiten. Die Neuriten zeigten ein radiares Aussprossen
vom Rand des NC-Explantats in die Peripherie. Mit zunehmender Distanz zum

Explantat entwickelten sich die einzelnen Faszikel durch zahlreiche

Verzweigungen zu immer dinneren Fasern (Abbildung 3-1).

Abbildung 3-1: Lichtmikroskopische Betrachtung von NC-Explantaten. Typische
NC-Explantate auf Plastik mit (a) und ohne Lamininbeschichtung (b), auf
poliertem Silizium (c), sowie auf poliertem SizN4 kultiviert (d). Laminin stimuliert
das Langenwachstum genauso wie die Ausdehnung nicht-neuronaler Zellen
(gestrichelte, weile Linien). (Balken=100um)
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3.2.1 Einfluss der Oberflachenbehandlung

Auf unpolierten Oberflachen konnte sowohl bei SisN4 als auch bei Si kein
Neuritenwachstum beobachtet werden. Die NC-Explantate hefteten zwar zum
groBen Teil zusammen mit Fibroblasten auf den unpolierten Oberflachen an,
jedoch konnten bei keinem der Praparate mit oder ohne Lamininbeschichtung
(n=93) Neuritenfortsatze detektiert werden. Im Weiteren sind deshalb bzgl.
Neuritenanzahl und -lange nur Vergleiche polierter Halbleitermaterialien mit

den Kontrollgruppen aufgefihrt.

3.2.2 Uberlebensrate der Nucleus cochlearis-Explantate

Die hochste Uberlebensrate, definiert als das Verhaltnis der angewachsenen
Explantate mit detektierbarem Neuritenwachstum im Vergleich zur Gesamtzahl
der Explantate einer jeweiligen Gruppe, ergab sich mit 84% auf der mit Laminin
beschichteten Plastikoberflache der Kulturschalen im Vergleich zu 32% ohne
Beschichtung. Bei SisNs lag diese Rate bei 59% auf der beschichteten
Oberflache und bei 61% ohne Beschichtung mit Laminin. Auf unbeschichtetem
Si zeigte sich mit 61% eine hohere Uberlebensrate als auf dem gleichen

beschichteten Material (38%, Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2: Uberlebensraten der Nucleus cochlearis Explantate auf den
verschiedenen Materialien. Auf keinem der unpolierten Materialien (*) —mit und
ohne Laminin Beschichtung- konnte ein Neuritenwachstum beobachtet werden,
wobei hier die Adhasion und damit das alleinige Anwachsen groR3er ist als in den
anderen Gruppen. Die hochste Uberlebensrate, definiert als angewachsene
Explantate mit detektierbarem Neuritenwachstum im Vergleich zur Gesamtzahl
der Explantate, zeigte sich auf der laminierten Plastikoberflache. Auf Plastik
zeigte sich auch einzig ein signifikanter Unterschied zwischen Laminin
beschichteter Oberfliche und unbehandelter Oberflache (*=unpoliertes
Material, L=Laminin, P=Plastikoberflache, Si=Silizium, SiN= Si3N,).
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3.2.3 Neuritenanzahl

Der Median der Neuritenanzahl pro Explantat lag in der Kontrollgruppe bei 10
Neuriten mit Lamininbeschichtung und 5 Neuriten je Explantat ohne diese
Beschichtung. Bei Si betrug der Median 5 Neuriten pro Explantat in der mit
Laminin beschichteten Gruppe, 4 Neuriten je Explantat in der unbeschichteten
Gruppe. Bei SisNs lagen die Werte bei 5 Neuriten pro Explantat mit
Beschichtung und 3 Neuriten ohne Beschichtung mit Laminin (Abbildung 3-3;
Tabelle 3-1).
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Neuritenanzahl je Explantat

Si Si-L SiN SiN-L P P-L

Abbildung 3-3: Neuritenanzahl je Explantat auf den verschiedenen Oberflachen.
Dargestellt ist der Median der Neuritenldnge von Nucleus cochlearis Explantaten
auf den untersuchten Materialien mit und ohne Laminin-Beschichtung. Das
Quadrat stellt den Median der Neuritenanzahl dar, die Linien zeigen die 25%
bzw. 75%-Quartile an (L=Laminin, Si=Silizium, SiN=Si3N4, P=Plastikoberflache).
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Gruppe Anzahl Median 25%-Perzentile | 75%-Perzentile
Si 7 4 2,25 6,25
Si-L 11 5 1,50 5,75
SizNg 11 3 1,25 4,00
SizgNg-L 11 5 4,25 10,75
P 15 5 3,25 6,75
P-L 41 10 5,00 16,00

Tabelle 3-1: Anzahl der Neuriten je Explantat auf den zu vergleichenden
Materialien, jeweils mit und ohne Lamininbeschichtung. Der Unterschied der
Median-Werte in den einzelnen Gruppen ist grolRer als es durch Zufall zu
erwarten ware (p<0,05, Kruskal-Wallis-ANOVA). Bei paar weisem Vergleich der
einzelnen Gruppen zueinander besteht fir alle Vergleiche ein signifikanter
Unterschied (p<0,01, Dunn-Methode), mit Ausnahme des Vergleichs von SizNy-
L zu P-L: zwischen diesen beiden Gruppen besteht kein signifikanter
Unterschied.
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3.2.4 Neuritenlange

Der Median der Neuritenlange betrug in der Kontrollgruppe 209um mit
Lamininbeschichtung und 96um ohne Beschichtung. Auf lamininbeschichtetem
Si3Ny4 lies sich die groflite Neuritenlange erzielen, der Median lag hier bei 236um
und zeigte einen signifikanten Unterschied zur lamininbeschichteten
Plastikoberflache der Kontrollen. Bei unbeschichtetem SisN4 betrug der Median
162um, auf laminiertem Si lag er bei 195um und auf nicht beschichtetem Si bei
109um (Abbildung 3-4, Tabelle 3-2).
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Abbildung 3-4: Neuritenlange auf den verschiedenen Oberflachen. Dargestellt
ist der Median der Neuritenldange in um auf den untersuchten Oberflachen.
Hierbei zeigt sich auf allen Materialien nach Laminin-Beschichtung eine
signifikant groRere Lange im Vergleich zu dem unbeschichteten Material.
Insgesamt zeigt sich die signifikant grof3te Neuritenlange auf laminiertem Si3N4
im Vergleich zu Laminin beschichtetem Silizium bzw. der Laminin beschichteten
Plastikoberflache der Kulturschale. Das Quadrat stellt den Median der
Neuritenlange dar, die Linien zeigen die 25% bzw. 75%-Quartile an
(L=Laminin, Si=Silizium, SiN=Si3N4, P=Plastikoberflache).
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Gruppe Anzahl Median 25%-Perzentile | 75%-Perzentile
Si 34 109 64 167
Si-L 51 195 111 304
SizNg 34 162 77 247
SizNg-L 83 236 121 389
P 47 96 12 143
P-L 468 209 116 404

Tabelle 3-2: Neuritenlange auf den zu vergleichenden Materialien, jeweils mit
und ohne Lamininbeschichtung. Der Unterschied der Median-Werte in den
einzelnen Gruppen ist groRer als es durch Zufall zu erwarten ware (p<0,05,

Kruskal-Wallis-ANOVA).

paarweisem Vergleich der einzelnen Gruppen

zueinander besteht fur alle Vergleiche ein signifikanter Unterschied (p<0,01,
insbesondere gilt dies fur den jeweiligen Vergleich der
einzelnen Materialien mit und ohne Lamininbeschichtung.

Dunn-Methode),
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3.3 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Beobachtungen bestatigten die Ergebnisse
bezlglich der Neuritenanzahl und —lange, die unter geringeren Vergrof3erungen
lichtmikroskopisch beschrieben wurden. Zusatzlich konnten durch die héheren
VergroBerungen bei der Elektronenmikroskopie weitere Aspekte des
Wachstumsverhaltens genauer betrachtet werden. Es lieRen sich beispielsweise
einzelne Neuriten, deren Verhalten und Beziehung zur Umgebung besser
darstellen (Abbildung 3-5b). Neuriten konnten in die Peripherie verfolgt und
deren Aufteilung in kleinere Faszikel oder einzelne Nervenfasern beobachtet
werden. Einzelne Neuriten wuchsen dicht nebeneinander, divergierten und
kamen danach zum Teil wieder zusammen. Selten konnten auch sich
Uberkreuzende Nervenfasern dargestellt werden (Abbildung 3-6). Von
besonderer Bedeutung war bei diesen Beobachtungen, im Hinblick auf die
Beeinflussbarkeit und die gezielte Steuerbarkeit des Neuritenwachstums, neben
dem Verhalten von Neuriten an mechanischen Hindernissen wie Vertiefungen
oder Erhabenheiten (Abbildung 3-7), der Mechanismus des Anhaftens der
Neuriten an der Oberflache (Abbildung 3-5a). Hierbei zeigte sich, dass Neuriten
Vertiefungen bis zu einer bestimmten Ausdehnung Uberwinden kénnen, indem
sie nicht-neuronale Zellen als Wachstumsmatrix verwendeten. Wie in der
Literatur fir andere neuronale Gewebe beschrieben, wachsen auch die NC-
Neuriten in enger Beziehung zu nicht-neuronalen Zellen verschiedenen Typs,
die Uber Auslaufer sowohl untereinander als auch mit den Neuriten in Kontakt
stehen (Abbildung 3-5a), wodurch die Neuriten selbst an diesen Zellen oder
deren Auslaufern zu haften scheinen.

Auf elektronenmikroskopischer Ebene stellt sich auch der deutliche Unterschied
in der Oberflaichenbeschaffenheit zwischen poliertem und unpoliertem
Halbleitermaterial dar (Abbildung 2-2). Bei der unpolierten Abbildung zeigt sich
die Kristallstruktur der Halbleiter, die bei SisN4 feiner ist als bei reinem Silizium
(Abbildung 2-2d).
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Abbildung 3-5: Rasterelektronenmikroskopische (REM) Bilder von NC-
Explantaten. REM eines Neuriten (2000xVergrosserung) auf SisN4 entlang von
nicht-neuronalen Zellen (G) gewachsen (a). REM eines einzelnen Neuriten
(10000xVergrosserung) der durch nicht-zellulares Material (Pfeilspitzen) mit der
Oberflache verbunden ist (b). Die Abbildungen sind zur besseren Anschauung
mit CorelDRAW®6.0 (Corel Corporation, Ottawa, Canada) coloriert.
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Abbildung 3-6: REM Bild (5000xVergrdsserung) zweier unabhangiger, auf
Silizium gewachsener Neuriten die sich auf flachen Zellauslaufern kreuzen.

Deutlich sind hier auch die fur Neuriten typischen Kaliberspriinge zu erkennen
(Pfeile).

Abbildung 3-7: REM Bilder zur Darstellung des Verhaltens einzelner Neuriten
gegeniber lithographisch eingebrachten Vertiefungen auf Silizium. Neuriten
sind in der Lage mechanische Hindernisse bis zu einer gewissen GroRe und
Ausdehnung zu tGberwinden (a: 3000xVergrdsserung, b: 2000xVergrosserung).
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4. DISKUSSION

Mit den durchgefuhrten Untersuchungen konnte eine Versuchsanordnung
etabliert werden, die es ermdglichte, Nucleus cochlearis-Zellen neugeborener
Ratten zu praparieren, aufzuarbeiten und zu kultivieren sowie deren qualitatives
und quantitatives Wachstumsverhalten unter verschiedenen Bedingungen zu
analysieren. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Kultur von NC-
Zellen auf den untersuchten Halbleitermaterialien prinzipiell mdglich ist. Dabei
haben die Oberflachenbehandlung, die Beschichtung mit Laminin und das
Material selbst einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der NC-Zellen. Unter
den untersuchten Halbleitermaterialien mit den verschiedenen
Versuchsparametern wies poliertes, mit Laminin beschichtetes SizN4 hinsichtlich
der Uberlebensrate und des Neuritenwachstums die giinstigste Biokompatibilitat
auf. Bei den beiden untersuchten Halbleitermaterialien zeigte sich zwar auf den
unpolierten Oberflachen eine hohere Adhéasionsrate und ein damit verbundenes
Anwachsen der NC-Explantate als auf polierter Oberflaiche, doch war
gleichzeitig kein auswertbares Neuritenwachstum feststellbar. Die vor allem
durch die Kristallstruktur der Halbleiter hervorgerufene Rauheit der Oberflache
scheint somit fir das Anhaften der Explantate gute Bedingungen darzustellen.
Die Explantate kbnnen zusammen mit nicht-neuronalen Zellen anscheinend gut
an den rauen Oberflachenstrukturen anhaften, was zu dem guten Anwachsen
fuhrte. Jedoch scheinen die dann vorgefundenen Gegebenheiten fur das
Aussprossen von Neuriten eher ungeeignet. Dies Iasst sich vielleicht durch das
allgemeine Wachstumsmuster von Neuriten erklaren. Hierbei wachsen am so
genannten Wachstumskegel der Neuritenspitze Filopodien aus. Diesen scheint
die Moglichkeit, mechanische Hindernisse oder Unebenheiten Uberwinden zu
konnen nicht in dem Malie gegeben zu sein wie es auf der unpolierten

Oberflache noétig ware.

Eine der Hauptaufgaben dieser Untersuchung bestand in der Etablierung eines

serumfreien Mediums zur Kultur von NC-Explantaten. Kulturmedien unter



Diskussion 37

Zusatz von fetalen Seren sind fir viele Fragestellungen ungeeignet,
insbesondere wenn die Effekte von Wachstumsfaktoren oder anderen Proteinen
auf das Uberleben und die Neuritenaussprossung von Nervenzellen untersucht
werden sollen. Das Vorhandensein der genannten Faktoren in fetalen Seren
stellt unter Umstanden eine nur schwer kalkulierbare Fehlerquelle dar. Um dies
zu vermeiden und in zukunftigen Versuchen mit definierten Kulturmedien
arbeiten zu konnen, wurden hierfur zwei kommerziell verfligbare Ansatze
serumfreier Medien miteinander verglichen. Zum einen das bereits beschriebene
Spiralganglienzellkulturmedium erganzt mit N2-Supplement, das ursprunglich
fur eine Neuroblastomzellreihe entwickelt wurde (Bottenstein et Sato, 1979)
und auf der anderen Seite das mit B27 angereicherte Neurobasalmedium wie es
von Brewer et al. (1993 & 1994) fir Untersuchungen zur Entwicklung
neuronalen Gewebes vorgeschlagen und erfolgreich eingesetzt wurde. Unsere
Ergebnisse bestatigten die Resultate von Fitzakerley et al. (1997), dass in
Abwesenheit von Serum das Neurobasalmedium/B27-System adaquate
Wachstumsbedingungen fir NC-Zellen bietet. Im Gegensatz zu den vielfaltigen
Experimenten zur Neuritogenese von Spiralganglienzellkulturen postnataler
Ratten (Dazert et al., 1998; Aletsee et al., 2002; Brors et al., 2002) zeigte sich
in den hier durchgefuhrten Versuchen mit N2-Medium ein nicht verwertbares
Uberleben der NC-Zellen. Diese Daten bestatigen die Resultate mit Kulturen von
embryonalen Hippokampuszellen und kortikalen Neuronen in diesem Medium
(Aizenman et de Vellis, 1987). In Reinkulturen neuronaler Zellen wurde durch
Fitzakerley (1997) postuliert, dass in Neurobasalmedium das Gelingen dieser
Versuche mehr von dem Entnahmezeitpunkt und somit dem Alter der Zellen
abhangt als von der spezifischen Zusammensetzung des Kulturmediums selbst.
Weiterhin  wird dort bei Mischkulturen, wie in den vorliegenden
Untersuchungen, auf die Problematik des Vorhandenseins von nicht neuronalen
Zellen bei der Untersuchung von Wachstumsfaktoren, Hormonen etc.
hingewiesen. Gliazellen stehen mit den neuronalen Zellen in Konkurrenz um
trophische Substanzen, genauso wie deren Versorgung durch Gliazellen

beschrieben ist. Vor allem in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen kommt
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die Bedeutung dieser nicht-neuronalen Zellen fur das Neuritenwachstum und
die Haftung der Neurone an der Oberflache zur Darstellung. Hier scheinen vor
allem Fibroblasten (Dazert et al., 1998) und Gliazellen eine bedeutende Stellung
einzunehmen, weswegen die Verwendung von Kulturmedien, die deren
Wachstum gezielt unterdriicken, hinsichtlich des Neuritenwachstums sicher
genauer hinterfragt werden muss.

Die durchgefiuihrte Kulturdauer von 96 Stunden ist von ausreichender Lange, da
anatomische Studien gezeigt haben, dass der Grofiteil des Neuritenwachstums
48 Stunden nach Kulturbeginn nahezu abgeschlossen ist (Stichel et Muller,
1991; Neale et al., 1993).

Der Einfluss des Extrazellularmatrixproteins Laminin auf  das
Wachstumsverhalten von NC-Neuronen war ein weiterer zu untersuchender
Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Substanzen der Extrazellularmatrix sind als
wichtige Faktoren zur Differenzierung neuronaler Vorlauferzellen in
morphologisch und funktionell unterschiedliche Subpopulationen (Lochter et al.,
1995) bekannt. Im Gegensatz zu Retinagewebe, in dem Laminin keine
Stimulation des Neuritenwachstums induzierte (Kleitman et al., 1988), konnte
der positive Einfluss von Laminin auf das Neuritenwachstum fur verschiedene
Zelltypen des zentralen Nervensystems nachgewiesen werden (Lander, 1987).
Das ECM-Protein Fibronectin soll selektiv das Wachstum von Dendriten im
Vergleich zu Axonen stimulieren (Chamak et Prochiantz, 1989). In
Experimenten mit Einzelzellen des NC von Mausen fand Fitzakerley (2001) auf
Laminin beschichteten Oberflachen signifikant geringere Dichten Uberlebender
Zellen im Vergleich zu einer Poly-D-Lysin-Beschichtung sowie signifikant kiirzere
Neuriten. Im Gegensatz dazu zeigen die hier vorgelegten Ergebnissen einen
positiven Effekt der Lamininbeschichtung auf die Neuritenaussprossung der NC-
Explantate. Diese Unterschiede konnten sowohl durch die Art der Zellkultur
(Einzelzellkultur im Vergleich zu der hier vorliegenden Kultur von NC-
Explantaten) als auch durch den unterschiedlichen Entnahmezeitpunkt des NC

(postnataler Tag 4 (P4) im Vergleich zu P10 hier) bedingt sein. Insgesamt
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scheint die Kultur vielzelliger Explantate einen positiven Effekt auf die
Neuritenelongation zu bewirken, da die auswachsenden Neuriten die
Fibroblasten und Gliazellen als Matrix benutzen. Weiterhin ist zu bedenken, dass
far unterschiedliche Arten und Isoformen von Laminin verschiedene Effekte auf
neuronale Zellen nachgewiesen wurden (Frade et al., 1996). Allerdings fand
sowohl bei Fitzakerley (2001) als auch in unseren Experimenten Laminin-1, das
aus Sarkomzellen gewonnen wird, Verwendung. All dies muss unter
Beriicksichtigung des fehlenden Nachweises einer Laminin-1-Expression in NC-

Zellen vor Tag P10 (Varghese, 2000) betrachtet werden.

In den kommenden Jahren und Jahrzehnten wird es auch in der Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde ein grolles Interesse an neuen Entwicklungen der
Neuroelektronik, die sich mit der Interaktion von Nervenzellen und Mikrochips
beschaftigt, geben. Zunachst werden vor allem grundlegende Eigenschaften
und Bedingungen erforscht werden mussen, die dann spater zu einer klinischen
Anwendung und zur Weiterentwicklung und Verbesserung von Cochlea- oder
Hirnstammimplantaten gelangen koénnten. So ware durch eine weitere
Miniaturisierung solcher Implantate eine Verkleinerung des Abstandes zwischen
Reiz- und Referenzelektrode denkbar, was moglicherweise zur Erregung
kleinerer Zellgruppen und damit einer selektiveren Weiterleitung der elektrisch
umgewandelten Schallereignisse fuhren sollte. Auch die elektrotechnischen
Vorteile eines Siliziumleiters, wie zum Beispiel der schnelle Spannungsabfall
konnten zu einer besseren zeitlichen Auflésung und Weiterleitung der im
Sprachprozessor erzeugten Impulse fihren.

Der heutige Entwicklungsstand ist von einer solchen Anwendung jedoch noch
weit entfernt. Der erste funktionierende elektrische und nichtinvasive
Schaltkreis, der aus einer Verbindung zwischen Nervenzellen und einem
Silizium-Mikrochip besteht wurde 2001 beschrieben (Zeck et Fromherz, 2001).
Dabei wurden Nervenzellen der Teichschnecke (Lymnaea stagnalis) auf einem
Siliziumchip platziert und nach Auswachsen von Zellfortsatzen sowohl zwischen

den Neuronen selbst als auch zwischen den Neuronen und den Mikrochips unter
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anderem eine nichtinvasive Signaltransduktion von einem Mikrochip tber zwei
immobilisierte Nervenzellen zu einem anderen Mikrochip erzielt. Dabei ist es
gelungen, einem der Hauptprobleme bei dem Versuch einer Verbindung von
lebendem Gewebe und inerter Technik herzustellen, namlich der Bewegung der
Nervenzellen nach Ausbildung von synaptischen Verbindungen untereinander,
entgegenzuwirken. Durch ,Einzdunung“ und der damit verbundenen
Immobilisation der Einzelzellen war mit der Entwicklung eines Schaltkreises
unter Einbezug von Nervenzellen und Halbleitermaterial einer der Grundsteine
auf dem Gebiet der Neuroelektronik gelegt. Seitdem sind verschiedene Arbeiten
zu diesem Thema erschienen, die sich vor allem mit synaptischen Verbindungen
von Nervenzelle und Mikrochip (Birmingham et al., 2004; Kaul et al., 2004),
sowie mit der Reizaufnahme und der Nervenzellstimulation beschéftigen
(Fromherz, 2002). Die Schnittstelle dieser Verbindung liegt dabei zwischen der
prasynaptischen Membran der Zelle und der leitenden Oberflaiche des
verwendeten Halbleitermaterials. Wegen der Notwendigkeit, neuronale
Elemente im Mikrometerbereich zu konstruieren, pragte Rutten (2002) den
Begriff der Neurotechnologie als Teilgebiet der Mikroelektronik, wahrend er mit
Gedanken zu Elektrodendesigns eine Uberleitung zu ersten medizinischen
Anwendungen findet. Weitere, teilweise bereits eingesetzte klinische
Anwendungen finden hierbei in der Biosensorik, beispielsweise zur Testung
toxischer oder pharmakologischer Substanzen auf Nervenzellen oder der

Wiederverbindung durchtrennter Nervenstrukturen, statt (Pearson, 2001).

Um eine klinische Anwendung solcher Techniken, beispielsweise im
Zusammenhang mit implantierbaren Hérsystemen, zu ermdglichen, sind weitere
grundlegende Kenntnisse erforderlich. Ein wesentlicher Gesichtspunkt sollte
hierbei vor allem die Moglichkeit einer gezielten Beeinflussung des
Neuritenwachstums zu definierten ,Kontaktstellen“ sein. Eine derartige
Steuerung oder Lenkung der Wachstumsrichtung von Neuriten ist, wie in
einigen Versuchen mit strukturierten Oberflachen angedeutet, beispielsweise

durch mechanische Gegebenheiten wie Vertiefungen, Rillen oder Ahnliches



Diskussion 41

denkbar. Eine andere Moglichkeit stellt die selektive Beschichtung von
definierten Teilen der Oberflachen auf denen Neuriten wachsen sollen,
beispielsweise mit Extrazellularmatrixproteinen wie dem Laminin dar. Grenzen,
die von Neuriten nicht Uberschritten werden sollen, kénnten durch Substanzen
die einen gegenteiligen Effekt haben, definiert werden. Auch verschiedene
Applikationsformen von Wachstumsfaktoren, zusatzlich in auf- oder
absteigenden Konzentrationen, konnten eine gezielte Steuerbarkeit des
Neuritenwachstums unterstitzen. Weitere Schritte zur klinischen Anwendung
konnten die Kultur adulter auditorischer Neurone und das Verhalten solcher

Zellen gegeniber elektrischer Stimulation sein.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Patienten mit einer fortgeschrittenen sensorineuralen Schwerhorigkeit oder
Taubheit kdnnen von der Versorgung mit implantierbaren Hoérsystemen, wie
dem Cochlea-Implantat (ClI) oder dem Hirnstammimplantat (ABl=auditory
brainstem implant), profitieren. Hierbei werden Hdéreindriicke unter Umgehung
der Cochlea durch direkte elektrische Stimulation auditorischer Neurone
erzeugt. Eine gunstigere ,,bioelektronische” Ankopplung solcher Systeme konnte
zukunftig zu einer weiteren Verbesserung der Horqualitat fihren. Zielsetzung
dieser Arbeit war es, Erkenntnisse lber das Wachstumsverhalten und die
Beeinflussbarkeit von Nucleus cochlearis(NC)-Explantaten auf verschiedenen

Halbleitermaterialien zu gewinnen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden NC-Explantate von 10 Tage
alten Raten fur 96 Stunden in Neurobasalmedium auf den beiden
Halbleitermaterialien Silizium (Si) und Siliziumnitrid (SisNg), jeweils mit
verschiedenen  Oberflachenbehandlungen und der Beschichtung mit
Extrazellularmatrixproteinen durchgefuhrt. Dabei wurde nach
immunhistochemischer Farbung der Neuriten die Uberlebensrate der NC-
Explantate, die Neuritenanzahl pro Explantat und die Neuritenlange in den
unterschiedlichen  Gruppen bestimmt. Des Weiteren sollten durch
elektronenmikroskopische Betrachtung nahere Details Gber die Wechselwirkung
der Neuriten mit ihrer biologischen und alloplastischen Umgebung beobachtet

werden.

Auf unpolierten Halbleitermaterialien konnte zwar eine gutes Anwachsen, aber
keine Neuritenelongation beobachtet werden, weder auf Si noch auf SizN4. Von
den untersuchten Gruppen zeigte poliertes und mit Laminin beschichtetes SizNg4
bezuglich Neuritenldnge und —anzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe die beste

Biokompatibilitdt. Unter diesen Bedingungen erreichten die Neuriten eine
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durchschnittliche Lange von 236um und waren damit signifikant langer als in
allen Vergleichsgruppen.

Die hier durchgefuhrten Untersuchungen zeigten, dass die Zellkultur von NC-
Explantaten auf Halbleitermaterialien prinzipiell mdglich ist. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen, die Neuritenlange und —anzahl betreffend,
deuten auf eine Beeinflussung des Wachstums von NC-Explantaten durch das
verwendete Material, die Oberflachenbeschaffenheit und —beschichtung mit
Extrazellularmatrixproteinen hin. Fur weiterfUhrende Untersuchungen auf
diesem Gebiet mit dem Ziel der engen Adaptation von auditorischen Neuronen
und Mikrochipsystemen bietet sich somit poliertes und mit Laminin
beschichtetes SisN4 an. Durch implantierbare Mikrochiptechnologie und deren
Einbindung in neuronale Netzwerke, beispielsweise im Hirnstamm, koénnte eine

Verbesserung der Horrehabilitation bei ertaubten Patienten erwartet werden.
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