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Abstract

Eine ex-vivo Zellkultur aus ca. 10.000 stark untereinander vernetzten Nervenzellen dient als Modellsystem 

für einen „biologischen Computer“. Über eine in der Gewebekulturschale integrierte Matrix aus 60 

Elektroden wird eine bi-direktionale Schnittstelle hergestellt, um mit dem biologischen Netzwerk zu 

interagieren. Dabei werden spontan auftretende Nervenzell-Aktionspotentiale gemessen bzw. über ein 

Stimulations-System augelöst. Ziel des Projektes war es, die in einem solchen „biologischen Computer“ 

vorhandenen Logik-Gatter zu charakterisieren. Dabei stand die Suche nach dem „Exklusiv-Oder (XOR) 

Gatter“ im Vordergrund, welches als einfachstes nicht-triviales (nicht liniear separables) Problem in Hinblick 

auf die zugrundeliegende Netzwerk-Architektur als interessant gilt. Tatsächlich konnten in verschiedenen 

Zellkulturen solche Logik-Gatter nachgewiesen werden sodass sich die Frage, ob ein biologisches 

Nervenzellnetzwerk das XOR-Problem lösen kann mit einem klaren „Ja“ beantworten lässt.



1. Einführung

Elektronische Rechenmaschinen und biologische Gehirne lösen die Ihnen gestellten Aufgaben auf sehr 

unterschiedliche Weise. Der Mikrocomputer verwendet einen zentralen “Kern”, um binär gestellte Aufgaben 

sequentiell auf einer Zeitskala von Nanosekunden abzuarbeiten, während Nervenzellen im Gehirn ihre um 

den Faktor eine Million langsamere Opertationsgeschwindigkeit von Millisekunden durch ihre große Anzahl 

ausgleichen und dabei parallel arbeitend mit widersprüchlichen Informationen umgehen müssen. Wie dieses 

scheinbar chaotische Ensemble von scheinbar simplen “Nervenzell-Operatoren” das Gehirn befähigt, 

unzureichend spezifizierte Probleme mit großer Zuverlässigkeit und Geschwindigkeit zu lösen bleibt eine der 

großen offenen Fragen in der Computer- und Neurowissenschaft.

Abb. 1: Das “XOR-Problem” gehört zu der Gruppe der “linear nicht separablen Problemen”, welche von 
einem klassischen Perzeptron, einem Neuronalen Netzwerk ohne interne (versteckte) Schichten nicht gelöst  
werden kann.

In diesem Projekt wurde nicht versucht, auf einem Computer die Biologie zu imitieren, sondern es wurde die 

Fähigkeit eines auf einem 60-Elektroden Interface kultivierten biologischen Nervenzellnetzwerkes von ca. 

10.000 Neuronen untersucht, ein präzise gestelltes, einfaches aber nicht triviales Logik-Problem zu lösen: 

das "Exclusiv-Oder" (XOR) Problem. Dieses klassische Problem ist nur durch ein Netzwerk mit 

zwischengeschalteten Neuronen lösbar.

2. Methode

Für die bi-direktionale elektrische multi-Elektroden Schnittstelle und Stimulation wurde das kommerziell 

verfübare MEA1060BC/STG System von Multichannelsystems, Reutlingen, verwendet. Die Messdaten 

wurden über eine im Rahmen dieses Projektes entwickelte Mathworks Matlab basierte Mess-Software 

aufgezeichnet und analysiert. Die neuronalen Netzwerke wurden als primäre dissoziierte Zellkulturen nach 



den standard Methoden steril aus neonatalem murinen Großhirngewebe gewonnen und über einen Zeitraum 

von 21 Tagen  im Inkubator angezüchtet.

Um in der Nervenzellkultur über die 60-Elektroden-Schnittstelle möglichst effektiv nach eine großen Anzahl 

von möglichen Logik-Gattern zu suchen, wurde folgendes experimentelles Paradigma entwickelt: (1) Im 

ersten Schritt wird auf allen 60 Elektroden nacheinander einzeln stimuliert. (2) Von diesen wurden manuell 

10 Elektroden für die Stimulation (Logik-Gatter Eingang) ausgewählt, welche zuverlässig Aktionspotentiale 

auslösten welche an benachbarten Elektroden ableitbar waren, die restlichen 50 Elektroden dienten als 

potentielle Antwort-Elektroden (Logik-Gatter Ausgang). (3) Von den 10 Elektroden wurden jeweils zwei für 

die gleichzeitige Stimulation ausgewählt (45 mögliche Paare), über einen Zeitraum von 6 bis 10 Stunden 

wurde alle 5 Sekunden an einem neuen zufällig ausgewählten Elektroden-Paar elektrisch stimuliert. Die 

Mess-Ergebnisse wurden für jede der Stimulations-Kombinationen getrennt gemittelt und als sog. „post-

stimulus time histogram“ (PSTH, 50 Kanäle, +0 bis +30 Millisekunden) für die Analyse aufbereitet.

Abb. 2: Für die automatische Abtastung wurden an einem Unterset der Kanäle sequentiell in hoher 
Frequenz alle möglichen Kombinationen angelegt (2C4=6 in diesem Beispiel) und jeweils die neuronale 
Antwort unmittelbar nach dem Stimulusmuster abgeleitet. Durch Wiederholung der Muster kann die Antwort  
gemittelt werden um die Zuverlässigkeit zu untersuchen.

Für die Analyse wurde für jedes zu untersuchende Logik-Gatter (AND, OR, XOR)  alle möglichen 

Kombinationen an „Input-Kanälen“ nacheinander analysiert und in den PSTHs jeweils nach einem „Output-

Kanal“ gesucht, der die dem jeweiligen Gatter entsprechenden Antworten beinhaltet. Abb. 2 zeigt die 

Methode schematisch für 4 Stimulationskanäle und 4 Ableitungskanäle. In den eigentlichen Experimenten 

wurden 8 oder 10 Kanälen für die Stimulation und 45-50 für die Ableitung verwendet (ca. 1.000 mögliche 

Kombinationen pro Experiment).

3. Ergebnisse

Insgesamt wurden nach dem Aufbau und der Programmierung des experimentellen Systems über einen 

Zeitraum von mehreren Monaten 19 Experimente mit verschiedenen Kulturen durchgeführt, die jeweils 

zwischen 10h und 30h stimuliert und abgeleitet wurden. Abb. 3 zeigt die Rohdaten einer typischen Messung 

während spontaner Aktivität und als Reaktion auf eine paarweise Stimulation.



Abb. 3: Die linke Abbildung zeigt eine Auswahl von Ableitungskanälen während spontaner 
Nervenzellkulturaktivität. Die Rechte Abbildung zeigt die unmittelbare Neuronale Reaktion auf einen 
Stimulus an zwei Elektroden in den darauf folgenden 100 ms.

Abb. 4 zeigt als Rohdaten-Ergebnis eines Experiments eine Korrelationsmatrix der neuronalen Antworten 

der Messkanäle auf paarweise Stimulation. Um diese große Datenmenge auf das Vorhandensein von nicht-

lineare Exklusiv-Oder Schaltkreisen zu untersuchen, wurde eine Matlab-Skript (Appendix A zeigt einen 

Auszug) entwickelt welches alle (ca. 1000) möglichen Kombinationen automatisch analysiert.

Abb. 4: Matrix der neuronalen Antworten auf paarweise Stimulation. Die Kasten bilden jeweils die 
gemittelte Aktivität auf den Messkanälen in den 25ms post-Stimulus ab. Der Schwarzton gibt dabei die  
Stärke der Antwort (Wahrscheinlichkeit eines Aktionspotentials) an.



Bei der automatischen Suche wurden zahlreiche vermeintliche XOR-Gatter gefunden, die bei näherer 

Inspektion jedoch durch eine zeitliche Verschiebung der Reaktion zu erklären waren. Ein Beispiel für eine 

tatsächliche (jedoch schwache) XOR-Reaktion wird in Abb. 5 gezeigt.

Abb. 5: Exklusiv Oder Reaktion: Diese Abbildung zeigt vier neuronale Antworten auf die vier möglichen 
Inputs eines XOR-Gatters: „0 0“ „0 1“ „1 0“ und „1 1“. Gewünscht wird eine „1“ Reaktion nur auf die 
mittleren beiden Kombinationen. Die Position auf dem rechten Panel gibt an zu welchem Zeitpunkt auf  
welchem Kanal (t=5ms, kanal=#28) eine solche Antwort zu finden war.

Bei dem Ergebnis in Abb. 5 ist zu beachten, dass sich die Unterscheidung zwischen einer „1“ und „0“ 

Antwort nur durch die Mittelung von wiederholten Experimenten erreichen lässt, da die Reaktion in jedem 

einzelnen Durchlauf aufgrund der spontanen Aktivität sehr variabel ausfällt.

4. Diskussion

Die in diesem Projekt durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass die Bausteine eines Computers in Form 

von „Logik-Gattern“ in einem ex-vivo gewachsenen biologischen Nervenzellnetzwerk vorhanden sind. Nach 

den einfachen „threshold and fire“ Neuronenmodellen lassen sich lineare Funktionen (AND, OR) auf 

einfache Weise und ohne versteckte Schichten abbilden. Die hier vorgestellten Daten zeigen jedoch, dass 

auch komplexere Schaltkreise, die aus mehreren spezifisch verschalteten Neuronen bestehen, in biologischen 

Netzwerk nachweisbar sind.

Der zweite Schritt, der in diesem Projekt noch nicht ausreichend adressiert werden konnte betrifft die Frage 

nach der Programmierbarkeit der Nervenzellschaltkreise. Es konnte zwar eine beträchtliche Plastizität der 

Aktivitätsmuster beobachtet werden, eine spezifische Beeinflussbarkeit konnte bisher jedoch noch nicht 

zufriedenstellend erreicht werden. Die „natürliche“ Variabilität der Aktivität erschwert es, eine statistisch 

Signifikante „künstliche“ Änderung der Aktivitätsmuster nachzuweisen.

Der Effekt von Stimulationsmustern auf die zeitliche Verschiebung der Aktivität ist ein weiterer Interessanter 

Effekt, der hier beobachtet werden konnte. Für die weiterführenden Experimente wird jedoch ein „closed-

loop setup“ benötigt, um eine engere zeitliche Interaktion mit der Nervenzellkultur zu ermöglichen.
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Appendix A: Auszug des Analyse Matlab-Skripts

%% Look for conditions to test in gate search
 
gatedef = [0 1 0 1 0; 0 1 1 0 1; 1 0 0 1 1; 1 0 1 0 0]; %XOR
%gatedef = [0 1 0 1 0; 0 1 1 0 1; 1 0 0 1 1; 1 0 1 0 1]; %AND
 
conditions_to_test = [];
num_elecs_in_gate = size(gatedef,2)-1;
elec_combs_for_checking = nchoosek(1:num_electrodes, num_elecs_in_gate);
r=0;
for i = 1:size(elec_combs_for_checking,1)
    elec_perms = perms(elec_combs_for_checking(i,:));
    for j = 1:size(elec_perms,1)
        r=r+1;
        for e = 1:num_elecs_in_gate
            conditions_match = sum(combinations(elec_perms(j,:),:) == repmat(gatedef(e,1:end-1)',
1,num_conditions));
            c = find(conditions_match == size(gatedef,1), 1);
            conditions_to_test(r,e)=c;
        end
    end
end
 
 
%% generate the mean response for each condition
response_for_condition = [];
for c = 1:num_conditions
    response_for_condition(:,:,c) = mean(stack(:,1:20,Stim_Cond_Randomized==c), 3);
end
 
 
%% check each condition
 
visualize_gatematch = true;
significance = .25;
for i = 1:size(conditions_to_test,1)
    gatecomb_largest_false = zeros(size(response_for_condition,1), size(response_for_condition,2), 
'single');
    gatecomb_smallest_true = ones(size(response_for_condition,1), size(response_for_condition,2), 
'single');
    for j = 1:size(conditions_to_test,2)
        c = conditions_to_test(i,j);
        response = response_for_condition(:,:,c);
        if (gatedef(j,end) == 0)
            % this lowers the threshold for false responses
            update_logical = gatecomb_largest_false < response;
            gatecomb_largest_false(update_logical) = response(update_logical);
        else
            % increase the threshold for true responses
            update_logical = gatecomb_smallest_true > response;
            gatecomb_smallest_true(update_logical) = response(update_logical);
        end
    end
    % check for significance of any matches
    gatecomb_possiblematch = (gatecomb_smallest_true - gatecomb_largest_false) > significance;
    if (sum(gatecomb_possiblematch(:)) > 0)
        disp(['Match for: ' num2str(conditions_to_test(i,:))]);
        if (visualize_gatematch)
        figure
        for c=1:4
            subplot(1,5,c), imagesc(response_for_condition(:,:,conditions_to_test(i,c)))
            title(num2str(gatedef(c,end)))
        end
        subplot(1,5,5), imagesc((gatecomb_smallest_true - gatecomb_largest_false) > significance)
        end
    end
end


