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1. Einleitung
1.1 Neuronale Plastizitat

Nervenzellen im zentralen Nervensystem (ZNS) sind keine statischen, unveranderlichen
Bestandteile neuronaler Netzwerke, sondern konnen ihre synaptischen Verknipfungen
und ihre zellularen Eigenschaften zu unterschiedlichem Zwecke verandern, was man als
Plastizitat bezeichnet. Zu plastischen Veranderungen kommt es unter anderem wahrend
der Entwicklung von neuronalen Netzwerken und lebenslang bei Lernvorgangen. Zwei
Mechanismen, von denen angenommen wird, dass sie diesem Zwecke dienen, und
welche gut beschrieben sind, werden als synaptische und intrinsische Plastizitat be-
zeichnet. Synaptische Plastizitdt meint in diesem Zusammenhang vor allem aktivitats-
abhangige Starkung oder Abschwachung einzelner Synapsen, also Long term poten-
tiation (LTP) bzw. Long term depression (LTD), wogegen Veranderungen von passiven
Zelleigenschaften oder spannungsaktivierbarer Kanale als intrinsische Plastizitat be-
zeichnet werden (Malenka, 1994; Katz und Shatz, 1996; Zhang und Linden, 2003;
Nelson und Turrigiano, 2008). Diese Veranderungen, welche zum Beispiel zum Einbau
neuer AMPA-Rezeptoren in die Zellmembran oder zu Phosphorylierungen von lonen-
kanalen fuhren, kbnnen schon innerhalb kirzester Zeit ausgeldst werden und die Erreg-
barkeit der Zelle und des Netzwerkes entscheidend verandern. Dabei hangt die Er-
regbarkeit des neuronalen Netzwerkes, also die Input-Output-Beziehung, sowohl von
der synaptischen Konnektivitat als auch von den intrinsischen Eigenschaften der

einzelnen Nervenzellen ab.

Zusatzlich missen Mechanismen existieren, die Uber einen langen Zeitraum fur Stabili-
tat im Feuerverhalten von einzelnen Nervenzellen und in Netzwerken sorgen. Schnell-
wirksame Mechanismen wie LTP oder LTD tendieren ansonsten dazu, neuronale Netz-
werke zu destabilisieren, so dass ein sinnvoller Informationsaustausch Uber langere
Zeitraume nicht moglich ist. Diese notige Stabilitat wird durch homdostatische Me-
chanismen erreicht (Turrigiano und Nelson, 2004). Mit diesen homoostatischen Prin-
zipien ist es neuronalen Netzwerken mdglich, trotz plastischer Veranderung lebenslang
einen optimalen Informationsaustausch aufrecht zu erhalten (Stemmler und Koch, 1999;

Turrigiano, 1999), wobei Molekule, welche an Signalwegen und Feuerverhalten beteiligt



sind, in Nervenzellen mit kurzen Halbwertszeiten ausgetauscht werden kénnen (Staub
et al., 1997; Jugloff et al., 2000; Hanwell et al., 2002).

1.2 Homoostase

Homodostase (aus dem Griechischen: opoio¢, homoios, ,gleich”; und oraoig, stasis,
.otand, Stillstand”), zuerst von Claude Bernard (um 1865) in Zusammenhang mit der
Idee eines Milieu intérieur beschrieben und spater von Walter Bradford Cannon (1926)
als Begriff gepragt, ist das Merkmal eines Systems, welches das innere Milieu reguliert
und welches danach strebt, stabile, konstante Gegebenheiten zu schaffen und zu
erhalten (Cannon, 1926; Holmes, 1963, 1967). Ein homdostatisches System hat einen
Sollwert, welcher die Leistung, den Output, des Systems festlegt. Ziel eines homdo-
statischen Systems ist es, Abweichungen vom Sollwert mit Kompensationsmechanis-
men entgegenzuwirken, so dass der Sollwert des Systems wieder erreicht wird. Diese
Kompensation wird Uber einen Ruckkopplungskreis (Feedback) realisiert. Ein homoo-
statisches System benodtigt aullerdem Prazision, damit der Sollwert nach Stérungen
wieder prazise erreicht werden kann, und Sensoren, welche Abweichungen vom Soll-
wert als Differenz zwischen aktuellem Output und Sollwert wahrnehmen und dies als

Fehlersignal ins System zurickmelden kénnen (Davis, 2006).

In mehreren Studien konnte die Existenz von Homodostase beobachtet werden. In einer
fruhen Studie wurden Nervenzellen des stomatogastrischen Ganglions des Hummers
Uber langere Zeit in Zellkultur gehalten und waren somit einer von der physiologischen
Netzwerkaktivitat abweichenden Aktivitat ausgesetzt. Nach anfanglich abnormen Feuer-
verhalten in Zellkultur, zeigte sich nach wenigen Tagen eine Wiederherstellung des
physiologischen Feuermusters (Turrigiano et al., 1994). Als Ursache dieser Adaptation
konnten die Autoren eine Regulation verschiedener lonenstrome, also Veranderungen in
den intrinsischen Eigenschaften der Zellen, nachweisen (Turrigiano et al., 1995).
Homoostatische Mechanismen wurden anschlielfend auch in murinen kortikalen
Nervenzellen gefunden. Wiederum in Zellkultur gehaltene kortikale Nervenzellen wurden
durch unterschiedliche chronische pharmakologische Blockaden entweder einer niedri-

geren oder hoheren Netzwerkaktivitat ausgesetzt. Die Autoren fanden eine gegensin-



nige Regulation (Scaling) der synaptischen Starke. So kam es bei chronischer phar-
makologischer Blockade der Aktivitat durch TTX oder CNQX zu einer Vergrélierung der
Amplitude der durch AMPA-Rezeptoren vermittelten mEPSCs. Umgekehrt kam es bei
chronischer Blockade der Inhibition mittels GABAa-Rezeptor-Blockade zu einer Ver-
minderung der mEPSC-Amplitude und zu einer Normalisierung der Feuerrate im Sinne
einer homoostatischen Kompensation (Turrigiano et al., 1998). In weiteren Versuchen
konnte gezeigt werden, dass die Nervenzellen, welche durch TTX aktivitadtsdepriviert
waren, zusatzlich ihre intrinsischen Eigenschaften veranderten. Genauer gesagt,
regulierten sie depolarisierende Natriumstrome hoch und hyperpolarisierende Kalium-
strome herunter, um auf diese Weise ihre Erregbarkeit wieder zu erhéhen (Desai et al.,
1999). Eine aktuelle Studie konnte nun auch in vivo Homdostase von Feuerverhalten

zeigen (Hengen et al., 2013).

In den genannten Studien kann das Feuerverhalten der Nervenzellen nach obiger De-
finition als Sollwert eines homoostatischen Systems betrachtet werden, welcher Uber
unterschiedliche Mechanismen, die sowohl intrinsische als auch synaptische Plastizitat
umfassen, reguliert wird. Die Feuerrate muss allerdings nicht der einzige Sollwert sein,
welcher reguliert wird. Zum Beispiel konnten lonenstrome oder Membranpotenzial-
schwankungen in postsynaptischen, dendritischen oder somatischen Membranen; Kal-
ziumeinstrom in dendritischen Spines, Dendriten oder am Soma; Vesikelakkumulation
und -freisetzung an Prasynapsen und schliel3lich Neurotransmitterkonzentrationen in-
nerhalb oder in der Nahe vom synaptischen Spalt als Aktivitatssollwert dienen, welcher
dann homoostatisch reguliert wird (Queenan et al., 2012). Eine Regulation des jewei-
ligen Aktivitatssollwertes kann also auch in verschiedenen Subkompartimenten der
Nervenzelle, wie zum Beispiel den Synapsen, Dendriten oder dem Axoninitialsegment,
stattfinden (Turrigiano, 2008; Yu und Goda, 2009; Grubb und Burrone, 2010; Kuba et
al., 2010).

Welche Sensoren in diesen homoostatischen Systemen existieren und tUber welche Art
von Mechanismen die Ruckkopplung funktioniert, die letztlich zur Einstellung des kor-
rekten Sollwertes fuhrt, ist allerdings erst ansatzweise bekannt. Es wird diskutiert, dass
Kalzium-abhangige Mechanismen als Aktivitatssensoren dienen konnten (Turrigiano et
al., 1994; Ibata et al., 2008; Goold und Nicoll, 2010). Speziell an der Regulation des
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Synaptic scaling konnten eine Vielzahl von Molekulen, wie z.B. der Brain-derived neuro-
trophic factor (BDNF), das Immediate-early Gen Arc, das Zytokin TNFa, das Immun-
molekil MHC1, das Integrin Beta3 und die Polo-like Kinase 2 als mitbeteiligt beschrie-
ben werden (Rutherford et al., 1998; Shepherd et al., 2006; Stellwagen und Malenka,
2006; Goddard et al., 2007; Seeburg et al., 2008; Cingolani et al., 2008; Steinmetz und
Turrigiano, 2010). Diese Moleklle werden zum Teil von Gliazellen wie Astrozyten se-
zerniert (Turrigiano, 2006; Stellwagen und Malenka, 2006). Die Untersuchung der Me-
chanismen von Homoostase ist also ein komplexes Unterfangen, und im Folgenden
sollen daher lonenstrome und ihre vermutete homoostatische Regulation im Mittelpunkt

stehen.

Bezuglich der Frage, wie lonenstrome in Nervenzellen homoostatisch reguliert werden,
um ein stabiles Feuermuster zu erreichen, konnte Uberraschenderweise gezeigt werden,
dass hierzu nicht eine festgesetzte GrolRe oder ein festgesetztes Verhaltnis verschie-
dener Strome notig ist. Es ist vielmehr moglich, dass ganz unterschiedliche Zusammen-
setzungen von lonenstromen zum Erreichen eines korrekten Feuerverhalten flhren.
Diese Variabilitat konnte sowohl in mehreren experimentellen Studien als auch in theo-
retischen Computersimulationen gezeigt werden (Marder und Goaillard, 2006; Prinz,
2007; Goaillard et al., 2009; Marder, 2011). Der Verlust oder die Uberexpression eines
einzelnen lonenkanal-Gens hat in verschiedenen Modellen eine kompensatorische Ver-
anderung von lonenkanalen zur Folge, was oft zur Wiederherstellung des urspring-
lichen Feuermusters fuhrt (MacLean et al., 2003; Swensen und Bean, 2005; Wart und
Matthews, 2006; Chen et al., 2006; Muraro et al., 2008; Nerbonne et al., 2008). In die-
sem Zusammenhang wurde auch gefunden, dass trotz Variabilitat Ko-Regulationen von
lonenstrémen existieren. MacLean et al. (2003) konnten zeigen, dass eine Uberexpres-
sion eines Kaliumstroms (lpn) durch shal-RNA-Injektion in Neuronen im stomato-
gastrischen Ganglion des Hummers durch eine Hochregulation eines durch Hyper-
polarisation-aktivierbaren Einwartsstroms (l,) kompensiert wurde und somit das Feuer-
verhalten unverandert blieb. Interessanterweise funktionierte diese Kompensation akti-
vitdtsunabhéngig, da eine Uberexpression einer nicht funktionellen shal-Mutante eben-
falls zu einer Hochregulation des I und zu verandertem Feuerverhalten fuhrte (MacLean
et al., 2003; MacLean et al., 2005). Ebenso wurde in einer Studie in Drosophila-Motor-

neuronen gezeigt, dass die Expression der Gene von shal und shaker — beide fur den |-
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Strom verantwortlich — reziprok gekoppelt ist (Bergquist et al., 2010). Dass Korrelationen
zwischen lonenstrdomen bestehen, konnte auch in weiteren Studien gezeigt werden
(Schulz et al., 2007; Tobin et al., 2009; O'Leary et al., 2013).

1.3 Feuerverhalten von hippokampalen CA1-Pyramidenzellen

Pyramidenzellen in der CA1-Region des Hippokampus haben eine charakteristische
Aktionspotenzialform. Hier folgt auf den durch eine kurze Depolarisierung ausgelosten
initialen Aufstrich mit schneller Repolarisation eine mehrere Millisekunden anhaltende
Nachdepolarisation, auch Spike Afterdepolarization (Spike ADP) genannt. Die korrekte
Grolde dieser Aktionspotenzialnachdepolarisation ist von Bedeutung, da bei Vergrolle-
rung der Schwellenwert fur ein weiteres Aktionspotenzial erreicht werden kann. Die Zelle
feuert dann auf eine kurze Strominjektion oder als Antwort auf eine synaptische Er-
regung nicht ein einzelnes, sondern mehrere Aktionspotenziale. Dieses Feuerverhalten
kann zum Beispiel in pathologischen Zustanden wie Epilepsie beobachtet werden, wo
regular feuernde Nervenzellen in einen Bursting-Modus konvertieren und neben an-
deren Faktoren fur eine erhohte Netzwerkaktivitat sorgen (Beck und Yaari, 2008).
Welchen Einfluss Regular firing- und Bursting-Nervenzellen auf neuronale Netzwerke
haben, wurde auch von Kepecs und Lisman (2003) untersucht. Mehrere Studien haben
die lonenstrome untersucht, welche diese Nachdepolarisation kontrollieren. Es zeigte
sich, dass eine akute pharmakologische Blockade des persistierenden Natriumstroms
durch Riluzol zu einer Verminderung des Spike ADP fuhrt. Eine Blockade des M-Typ
Kaliumstroms durch XE 991 vergrof3ert hingegen die Nachdepolarisation und 16st regel-
malig einen Wechsel vom regularen in das Bursting-Feuerverhalten aus. Die Loka-
lisation der beiden Strome wurde in diesen Studien als perisomatisch beschrieben (Yue
und Yaari, 2004; Yue et al.,, 2005; Yue und Yaari, 2006; Golomb et al., 2006). Ab-
weichend hiervon zeigten verschiedene Studien, dass auch Kalzium- und weitere Ka-
liumstrome an der Entstehung des Spike ADP beteiligt sind und diese Strome zum Teill
in den Dendriten lokalisiert sind. Grunde fur diese gegensatzlichen Ergebnisse kdnnten
sowohl in der unterschiedlichen Methodik als auch im Alter der untersuchten Versuchs-
tiere liegen (Magee und Carruth, 1999; Jung et al., 2001; Metz et al., 2005; Chen et al.,
2005; Metz et al., 2007). Unabhangig von dieser widersprichlichen Studienlage scheint
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der persistierende Natrium- und der M-Typ Kaliumstrom zumindest aber von entschei-

dender Bedeutung bei der Regulation des Spike ADP zu sein.

1.4 Der persistierende Natriumstrom (Inap)

Der persistierende Natriumstrom ist ein langsam inaktivierender lonenstrom, welcher
durch Natriumkanale mit einer Aktivierung nahe des Ruhemembranpotenzials, an dem
transiente Natriumstrome noch weitgehend geschlossen sind, vermittelt wird. Er wurde
in zentralen und peripheren Neuronen in verschiedenen Regionen, wie zum Beispiel
dem Neokortex, entorhinalem Kortex, Thalamus, Kleinhirn, Hippokampus und in
Spinalganglien, beschrieben (French et al., 1990; Crill, 1996; Baker und Bostock, 1997).
Eine wichtige Rolle spielt er bei der Aktionspotenzialinitierung, bei niederschwelligen
(subthreshold) Oszillationen des Membranpotenzials und er erhalt repetitives Feuern als
Antwort auf langanhaltende Membrandepolarisationen aufrecht (Alonso und Llinas,
1989; Amitai, 1994; Raman et al., 1997; Agrawal et al., 2001; Wart und Matthews, 2006;
Royeck et al., 2008). Des Weiteren verstarkt der persistierende Natriumstrom synap-
tische Potenziale und wirkt an intrinsischen Schrittmacheraktivitaten von verschiedenen
Neuronen mit (Schwindt und Cirill, 1995; Do und Bean, 2003; Tazerart et al., 2008;
Huang und Trussell, 2008). Mehrere Studien konnten zeigen, dass pathologische Zu-
stande der Ubererregbarkeit, wie chronische Epilepsie, Hypoxie und intrazerebrale Blu-
tungen, mit einer Vergrof3erung des Inap einhergehen, was eine Rolle dieses Stroms in
pathologischer Synchronisierung nahelegt (Horn und Waldrop, 2000; Vreugdenhil et al.,
2004; Chen et al., 2011; Isaeva et al., 2012). Wie genau und durch welche Natrium-
kanaluntereinheiten der persistierende Natriumstrom zustande kommt, ist nicht bekannt.
Vorgeschlagen wurde, erstens, die Window current-Hypothese, zweitens, die Mdglich-
keit seiner Generierung durch verschiedenartige nicht-inaktivierende Kanalunterein-
heiten, und drittens, die Modal gating-Hypothese (Crill, 1996). Signifikante Reduktionen
im persistierenden Natriumstrom in hippokampalen CA1-Pyramidenzellen werden bei
Verlust der Natriumkanaluntereinheit Na,1.6, welche durch das Gen Scn8a kodiert wird,
gesehen (Royeck et al., 2008). Des Weiteren ist aus Untersuchungen in verschiedenen
Expressionssystemen und in akuten Hirnschnittpraparationen bekannt, dass Natrium-

strome durch Proteinkinase A und C, GTP-bindende Proteine, die akzessorischen
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Kanaluntereinheiten 31 bis R4 und Ankyrin G in ihrer Aktivierung und Inaktivierung
beeinflusst werden kénnen (Dascal und Lotan, 1991; Numann et al., 1991; Li et al.,
1992; Ma et al., 1994; Ma et al., 1997; Qu et al., 2001; Chen et al., 2006a; Shirahata et
al., 2006; Aman et al., 2009; Bant und Raman, 2010). Die Na,1.6-Untereinheiten,
welche in hippokampalen Neuronen einen grof3en Teil am persistierenden Natriumstrom
ausmachen, werden Uber ein Ankyrin G-Bindungsmotiv in der intrazellularen Schleife
(L2) zwischen Segment 2 und 3 des Natriumkanals zum Axoninitialsegment (AlS) und
zu den Ranvierschen Schnarringen lokalisiert (Zhou et al., 1998; Garrido et al., 2003;
Gasser et al., 2012). Dort bestimmen sie unter anderem den Schwellenwert fur die Initi-

ierung eines Aktionspotenzials und dessen weitere Propagation (Royeck et al., 2008).

1.5 Der M-Typ Kaliumstrom (ly)

Der M-Typ Kaliumstrom, so genannt, weil seine Aktivitdt durch muskarinerge Azetyl-
cholin-Rezeptor-Agonisten inhibiert werden kann, wurde urspringlich in sympathischen
Neuronen beschrieben (Brown und Adams, 1980). Ebenso wie der Ingp ist er schon bei
niederschwelligen Membranspannungen aktivierbar. Da er nicht inaktiviert, klemmt er so
das Membranpotenzial bei exzitatorischen Stimuli und drosselt repetitives Feuerver-
halten in verschiedenen zentralen und peripheren Neuronen (Delmas und Brown, 2005).
M-Typ Kaliumstrome im ZNS entstehen durch Zusammenfigen von Heteromeren
verschiedener K,7-Untereineinheiten (K,7.2, K,7.3 und K,7.5) (Wang et al., 1998;
Schroeder et al.,, 2000), wobei K,7.2/K,7.3-Heteromere die groldten Kaliumstrome
generieren (Schroeder et al., 1998). Sie werden durch die Gene Kcnq2, Kcnq3 und
Kcng5 kodiert. Es sind Mutationen in diesen Genen bekannt, die Epilepsieformen wie
die autosomal-dominante Benign familial neonatal convulsion (BFNC) verursachen
(Jentsch, 2000). Im Mausmodell fuhrt eine M-Typ Kaliumstrom-Reduktion durch Ex-
pression einer dominant-negativen K,7.2-Untereinheit zu spontanen epileptischen Anfal-
len, Verhaltensauffalligkeiten und morphologischen Veranderungen im Hippokampus.
Es zeigt sich eine erhdhte neuronale Erregbarkeit mit Verminderung der Spike fre-
quency adaptation, der Medium afterhyperpolarization und der intrinsischen nieder-
schwelligen Thetaresonanz (Peters et al., 2005). Eine Vielzahl von verschiedenen Mole-

kilen, welche den M-Typ Kaliumstrom modifizieren kdnnen, ist bekannt. Dazu gehéren
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Neurotransmitter wie Azetylcholin und Cannabinoide, Peptide, wie das luteinisierende
Hormon Releasing-Hormon (LH-RH), Angiotensin, Substanz P oder Bradykinin, intrazel-
luldare Messenger, wie Kalzium, Diazylglyzerol, zyklischem AMP, Phospholipase C oder
die Src-Tyrosin-Kinase und schliefdlich auch Bikarbonate (Schroeder et al., 1998;
Schweitzer, 2000; Delmas und Brown, 2005; Suh und Hille, 2008; Jones et al., 2014).
Des Weiteren inhibiert Hypoosmolalitat M-Typ Kaliumstrome (Caspi et al., 2009). Wie
die Na,1.6-Untereinheiten befinden sich K,7.2- und K,7.3-Untereinheiten am Axoninitial-
segment und an Ranvierschen Schniirringen (Devaux et al., 2004). Uber ein C-termi-
nales Bindungsmotiv werden auch sie an Ankyrin G und somit an das Zytoskelett ge-
bunden. Dieses C-terminale Bindungsmotiv ist dem der Na,1.6-Untereinheit entwick-
lungsgeschichtlich analog (Pan et al., 2006; Rasmussen et al., 2007). Hinsichtlich der
Frage, ob funktionelle M-Typ Kaliumstrome in Dendriten gefunden werden konnen, exis-
tieren widersprichliche Studien (Yue und Yaari, 2006; Hu et al., 2007).

1.6 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Aufgrund der Bedeutung des persistierenden Natrium- und des M-Typ Kaliumstroms fur
das Feuerverhalten und speziell fir die Aktionspotenzialnachdepolarisation von hippo-
kampalen CA1-Pyramidenzellen, sollte die GroRRe beider Strome homdostatisch kontrol-
liert werden. Da beide Strome die Erregbarkeit der Nervenzelle in gegensatzlicher Rich-
tung beeinflussen und zusatzlich die zugrundeliegenden Kanaluntereinheiten am Axon-
initialsegment ko-lokalisiert sind, kdnnte die Homdostase im Sinne einer Ko-Regulation
bewerkstelligt werden. Dies scheint umso wahrscheinlicher, da die Aktionspotenzial-
nachdepolarisation, welche von beiden Stromen hauptsachlich gepragt wird, in CA1-
Pyramidenzellen bemerkenswert konstant ist. Falls diese lonenstrome ko-reguliert wer-
den, sollte eine VergroRerung oder Reduktion einer dieser Strome zu einer gleichsin-
nigen Anderung des jeweiligen anderen fiihren. Diese Frage wurde mit Hilfe elektrophy-
siologischer und molekularbiologischer Methoden untersucht. Es wurden genetisch ver-
anderte Mausmodelle benutzt, welche durch unterschiedliche Verfahrensweisen chro-
nisch reduzierte persistierende Natrium- bzw. M-Typ Kaliumstrome besitzen. Um die
Auswirkung dieser chronischen Veranderungen auf den nicht modifizierten Strom zu

untersuchen, wurden beide Strome mittels der Whole-cell voltage-clamp-Methode
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sequenziell in derselben Zelle gemessen. Es wurden auf3erdem in einigen Modellen die
mRNA-Expressionslevel verschiedener Kanaluntereinheiten verglichen und das Feuer-

verhalten gemessen.
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2. Material und Methoden

2.1 Mausmodelle

Alle Tierexperimente wurden in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Tierschutzbe-
stimmung der Universitat Bonn durchgefuhrt. Die Mause wurden in Standardmaus-
kafigen unter konventionellen Laborbedingungen (12h/12h Tag-Nacht Rhythmus, kon-
stante Temperatur und Luftfeuchtigkeit, und Nahrung und Wasser ad libitum) gehalten.

C57Bl/6-Mause

Adulte mannliche Mause vom C57BI/6-Stamm wurden von Charles River (Erkrath) be-

zogen und den Experimenten im Alter von 8-10 Wochen zugeflhrt.
Scn8a™?-Modell

Die Experimente wurden an Mausen durchgefuhrt, welche homozygot fur die 1958
spontan entstandene autosomal-rezessive muscular endplate disease (med)-Mutation
waren. Diese Mutation entstand durch Insertion eines trunkierten LINE-Elements in das
Exon 2 des Scn8a-Gens auf Chromosom 15, wodurch es zu alternativem Splicing und
einer Verschiebung des Leserasters mit vorzeitigem Stoppcodon in der Nahe des N-Ter-
minus des Proteins kam (Kohrman et al., 1996). Dies fihrte zu einem trunkierten nicht
funktionsfahigen Na,1.6-Kanal, der die Zellmembran nicht erreicht (Burgess et al.,
1995). Phanotypisch entwickeln Mause, die homozygot fir die motor endplate disease
(med)-Mutation sind, um den 10. postnatalen Tag eine progressive Muskelschwache mit
Ataxie, die in eine proximale Paralyse vor allem der Hinterbeine Ubergeht und innerhalb
von 3-4 Wochen letal ist. Der Grund flr die Paralyse wird in einer funktionellen De-
nervation durch Verlust der Natriumkanalexpression in spinalen Motorneuronen mit
sukzessivem Scheitern der neuromuskularen Transmission gesehen (Duchen, 1970;
Duchen und Stefani, 1971). Heterozygote Scn8a™“"-Zuchteltern (C3HeB/FedJ-
Scn8amed/J; Stock No. 003798) wurden von The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
Maine, USA) bezogen. Mannliche und weibliche Tiere wurden im Alter von 18-21 Tagen
fir die Experimente verwendet. Die Tiere in der Mutanten-Gruppe (Scn8a™) trugen

homozygot die med-Mutation. Als Kontroligruppe (Scn8a™) dienten Wurfgeschwister,
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welche homozygot fur das Wildtyp-Allel waren. Die Genotypisierung erfolgte mittels
PCR.

PM2/1-Modell

Die Herstellung der PM2/1-Mauslinie (korrekte Bezeichnung: B6FVBF1/J-Tg(PrnP-tTA,
tetO-KCNQ2-G279S)2Isb) erfolgte wie bei Peters et al. (2005) beschrieben. Als einziger
Unterschied erfolgte die Insertion des porenmutierte hHKCNQ2-Konstrukts (hQ2-G279S),
welches dominant-negative Eigenschaften besitzt, an einem autosomalen Locus. Es
wurden doppelt-transgene Mause generiert, welche einen Tetracycline-sensitive trans-
activator (tTA; Tet-Off-System) unter der Kontrolle des Prion-Protein-Promoters (Prnp),
und das porenmutierte hKCNQZ2-Konstrukt fusioniert an ein Tetracycline-responsive
element (TRE) exprimierten. Mannliche und weibliche Tiere wurden im Alter von 8-11
Wochen fiir die Experimente verwendet. Die Tiere in der Transgen-Gruppe (PM2/1%)
waren doppelt-transgen fur das Tet-Off-System und das TRE-hQ2-G279S-Konstrukt. Als
Kontrollgruppe (PM2/1°") dienten Wurfgeschwister, welche entweder nur fiir das Tet-Off-
System oder nur flir das TRE-hQ2-G279S-Konstrukt transgen waren. Die Geno-
typisierung erfolgte mittels PCR. Schwangere Weibchen erhielten Uber das Trinkwasser
(ad libitum) Doxyzyklin (200 pg/ml, Sigma, Steinheim). Ab dem ersten postnatalen Tag
wurden die stillenden Weibchen mit Trinkwasser ohne Doxyzyklin versorgt, um eine

ausreichende M-Typ Kaliumstromverminderung im PM2/19-Nachwuchs zu erreichen.
Kcng2™*-Modell

Die Kcng2™-Mause wurden folgendermaRen hergestellt. Ein ES-Zellklon, welcher eine
Knockout first-Kassette (reporter-tagged insertion with conditional potential) im Kcng2-
Gen enthielt, wurde Uber das International Knock-out Mouse Consortium (IKMC; ES cell
clone: EPD0227_5 D10, parental ES cell line: JM8.N4) bezogen. Nach Vervielfaltigung
des ES-Zellklons wurde er in C57BIl/6J-Mausblastozysten mikroinjiziert und anschlie-
Rend in pseudoschwangere CBA/C57BIl/6J-Weibchen transferiert. Mause, welche das

Knockout first-Allel (Kcng2™!a(EUCOMM)Wsi)

enthielten, wurden Uber eine PCR-Geno-
typisierung identifiziert und mit einer Flp deleter-Mauslinie gekreuzt, um die inserierte
Reporterkassette zu entfernen und so ,gefloxte” Kcng2™ CEVCOMMWET icenq2™)-Allele

zu erhalten. Eine Vorderhirnspezifitat der Kcng2-Knockout-Mause wurde Uber eine Ver-
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paarung mit CaMKlla-cre-Mausen (Casanova et al., 2001) erreicht (Stock No. 005359;
The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA). Mannliche und weibliche Tiere wur-
den im Alter von 7-8 Wochen flur die Experimente verwendet. Die Tiere in der Transgen-

Gruppe (Kcng2™*

) waren homozygot defizient fur das Kcnq2-Gen. Als Kontrollgruppe
(Kcng2®) dienten Wurfgeschwister, die entweder nur das CamKlla-cre- oder nur das

Kcng2!m1e(EUCOMMWIS_pjje] trugen. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR.
NMF134™"-Modell

C57BL/6J-Kcnq2Nmf134/J-Mause (Stock No. 004703) wurden Uber The Jackson Labo-
ratory (Bar Harbor, Maine, USA) bezogen. Diese Mause wurden durch chemische Muta-
genese mittels N-ethyl-N-nitrosoharnstoff (ENU) hergestellt (Kearney et al., 2006). Dies
induzierte eine Punktmutation mit dem Aminosaureaustausch von Valin 182 durch Me-
thionin. Homozygote Kcnq2V182M/V182M-Mause zeigen spontane Krampfanfalle, die
zu einer verfrihten Letalitat fUhren. Mannliche und weibliche Tiere wurden im Alter von
15-16 Tage fur die Experimente verwendet. Die Tiere in der Mutanten-Gruppe
(NMF134™") trugen homozygot die ENU-Mutation. Als Kontrollgruppe (NMF134°") dien-
ten Wurfgeschwister, welche homozygot fir das Wildtypallel waren. Die Genotypi-

sierung erfolgte mittels PCR.
Scn1b-null-Modell

Die Herstellung der Scn1b-null-Mause, welche defizient fur das Scn1b-Gen sind, wurde
von Chen et al. (2004) beschrieben. Die Mause, welche in der vorliegenden Studie be-
nutzt wurden, wurden von kongenen Scn1b*-Mausen der 10. Generation oder hoher
auf genetischen C57BI/6-Hintergrund gezlchtet. Es sei betont, dass die Scn1b-null-
Tiere sowohl fur die akzessorische Kanaluntereinheit 31 als auch fur die Splicevariante
R1A defizient sind (Kazen-Gillespie et al., 2000). Mannliche und weibliche Tiere wurden
im Alter von 15-19 Tagen bzw. im Alter von 8-12 Wochen fur die Experimente verwen-
det. In der juvenilen Untersuchungsgruppe waren die Tiere in der Scn1b-null-Gruppe
homozygot defizient fur das Scn1b-Gen. In der adulten Untersuchungsgruppe waren die
Tiere in der Scn1b™-Gruppe heterozygot defizient fiir das Scn1b-Gen. Als Kontroll-
gruppe dienten jeweils gleichaltrige Wurfgeschwister, welche homozygot fur das Wild-
typallel waren. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR.
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Q2-ABP-Modell (C2A-rQA-A)

Die Q2-ABP-Mause wurden folgendermal3en hergestellt. Das Ankyrin G-Bindungs-
motivpeptid (YIAEGESDTD) von KCNQ2 (Chung et al., 2006; Shah, 2008) wurde mittels
DNA-Synthese an den C-Terminus des humanisierten Renilla-Green Fluorescent Pro-
tein (hrGFP, Stratagene, CA, USA) fusioniert (hrGFP-Q2ABP). Zur Herstellung trans-
gener Mause wurde das Tet-responsive element (Tre-Tight) von pTRE-Tight (Clontech,
Mountain View, CA, USA) in p?WHEREZ2 v.01 (Invivogen, San Diego, CA, USA) kloniert.
hrGFP-Q2ABP wurde abwarts von Tre-Tight inseriert. Die kodierenden Sequenzen wur-
den (ber direktes Sequenzieren verifiziert. Uber eine Pronukleus-Injektion des aufge-
reinigten Plasmids mittels Standardtechniken wurden transgene Mause generiert, wel-
che ein pWHERE hrGFP-Q2ABP (C57BL/6J-Tg(tetO-hrGFP-Q2ABP)Alsb)-Konstrukt
trugen. Zuchtmause und der resultierende Nachwuchs wurden mittels PCR genotypisiert
und mit einer transgenen Mauslinie, welche einen Gehirn-spezifischen Promoter
(C57BL/6J-Tg(Camk2a-tTA)1Mmay/J) (Mayford et al., 1996) exprimiert und Uber The
Jackson Laboratories (Bar Harbor, MA, USA) bezogen wurden, gekreuzt. Anschlie3end
wurden diese Tiere auf einem C57BL/6J-Hintergrund fur mehr als 10 Generationen
zuruckgekreuzt. Mannliche und weibliche Tiere wurden im Alter von 7 Wochen fur die
Experimente verwendet. Die Tiere in der Q2ABPY-Gruppe exprimierten unter der Kon-
trolle des CaMKlla-Promoter das hrGFP-Q2ABP-Konstrukt im Subiculum. Die GFP-
positiven Zellen wurden uUber Epifluoreszenz sichtbar gemacht. Als Kontrollgruppe
(Q2ABP*") dienten Wurfgeschwister, welche entweder nur das hrGFP-Q2ABP-Konstrukt
oder nur das CaMKlla-tTA-Konstrukt trugen. Die Genotypisierung erfolgte mittels PCR.

2.2 Praparation von Hirngewebe fur elektrophysiologische Messungen

Zur Anasthesie der Mause wurden Ketamin 10 % (100 mg/kg, WDT, Garbsen) und
Rompun 2 % (15 mg/kg, Bayer, Leverkusen) als intraperitoneale Injektion verabreicht.
Nachdem Schmerzreflexe nicht weiter ausldsbar waren, wurden die Tiere dekapitiert,
das Gehirn zugig freiprapariert und in eine mit Carbogen begaste (95 % Oz, 5 % COy;
Linde, Bonn) 1-4 °C kalte Sucrose-basierte artifizielle zerebrospinale Flussigkeit gelegt
(ACSF I). Die ACSF | enthielt (in mM): 56 NaCl, 100 Sucrose, 2,5 KCI, 1,25 NaH;POq, ,
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30 NaHCO3;, 1 CaCl,, 5 MgCl, und 20 Glukose (Sigma, Steinheim). Die Osmolalitat
betrug etwa 305 mOsm, gemessen mit einem Vapro Osmometer 5520 (Wescor,

Pfullingen).

Das Gehirn wurde dann mit einem Vibratom (HM 650V, Thermo Scientific, Schwerte) in
300 um dicke horizontale hippokampale Hirnschnitte geschnitten. Zu diesem Zwecke
wurde das Gehirn, mit der ventralen Kortexoberfliche oben, mit Sekundenkleber
(Pattex, Henkel, Dusseldorf) auf die Vibratomobjektplatte geklebt und mit ACSF |
vorsichtig ubergossen. Nach dem Schneidevorgang wurden die Hirnschnitte auf Netze
in einer Aufbewahrungskammer umgesetzt, welche eine mit Carbogen begaste etwa 20
°C warme Sucrose-basierte ACSF Il enthielt. Diese ACSF Il enthielt (in mM): 60 NaCl,
100 Sucrose, 2,5 KCI, 1,25 NaH;PO4 , 26 NaHCO3;, 1 CaCl,, 5 MgCl, and 20 Glukose
(Osmolalitat ~305 mOsm). Die Kammer wurde dann allmahlich in einem Wasserbad
(Sonorex Super RK 102 H, Bandelin, Berlin) auf 35 °C erwarmt und dort fur 25 Minuten
belassen. SchlieBlich wurden die Hirnschnitte auf Netze in einer neuen Aufbewahrungs-
kammer umgesetzt, welche eine weitere mit Carbogen begaste ACSF-Lésung (ACSF
[11) enthielt. ACSF Il (in mM): 125 NaCl, 3,5 KCl, 1,25 NaH,PO4, 26 NaHCOs3, 2 CaCly, 2
MgClz und 15 Glukose (Osmolalitadt ~307 mOsm). Dort wurden die Hirnschnitte fur min-
destens 30 Minuten belassen, bevor sie fur elektrophysiologische Untersuchungen

verwendet wurden.

2.3 Whole-cell current-clamp-Messungen

Im Rahmen der elektrophysiologischen Messungen wurden die Hirnschnitte in eine
kontinuierlich mit ACSF 1l (equilibriert mit Carbogen) bespulte Kammer transferiert.
Diese Kammer war auf einem Objekttisch eines aufrechten Mikroskops (Axioskop 2 FS,
Zeiss, Gottingen) angebracht. Alle Experimente wurden mit Hilfe einer Temperaturkon-
trolle (Temperatur controller I, Luigs und Neumann, Ratingen) in einer Badlésung von
35 °C durchgefihrt. Die Nervenzellen wurden mit einer schragen Infrarot-Belichtungs-
optik (TILL Photonics, Grafeling), einem Wasserimmersionsobjektiv (Olympus 60x/NA
0.9, Tokyo, Japan) und einer TILL-IMAGO Kamera (TILL Photonics, Grafelfing) sichtbar

gemacht.
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Somatische Whole-cell current-clamp-Messungen wurden mit einem BVC-700A Ver-
starker (Dagan Corporation, Minneapolis, MN, USA) durchgefuhrt. Die Whole-cell-
Konfiguration wurde im Voltage-clamp-Modus erhalten, anschlieiend wurde im Current-
clamp-Modus die Pipettenkapazitat und die Brickenbalance kontrolliert und kompen-
siert. Der Serienwiderstand der Current-clamp-Messungen reichte von 10 bis 30 MOhm.
Zellen mit einem Membranpotenzial positiver als -60 mV wurden ausgeschlossen. Die
Daten wurden mit 10 kHz tiefpassgefiltert und mit 100 kHz mit einem Digidata 1440
Interface, kontrolliert von einer pClamp Software (Molecular Devices, CA, USA),
aufgenommen. Die Patch-Pipetten mit einem Widerstand von 3 bis 4 MQ wurden aus
Borosilikatglas-Kapillaren (GB 150F 8P, Science Products, Hofheim) mit Hilfe eines
Pipettenziehers (P-97, Sutter Instrument Co., CA, USA) hergestellt.

Innen- und Badldésung der Current-clamp-Messungen

Die Innenl6sung fur die Current-clamp-Messungen enthielt (in mM): 130 K-Gluconat, 20
KCI, 10 HEPES(acid), 0,16 EGTA, 2 MgATP, 2 Na,ATP. Der pH von 7,25 wurde mit
KOH und die Osmolalitat von ~295 mOsm mit Sucrose eingestellt. Als Badlésung wurde
ACSF Il verwendet. Das kalkulierte Ubergangspotenzial fiir diese Lésungen betrug +15

mV und alle Werte und Abbildungen wurden dementsprechend korrigiert.
Analyse der Current-clamp-Messungen

Aktionspotenziale wurden quantitativ beschrieben, indem ihre maximale Amplitude, die
maximale Steigungs- und Abfallrate, der Aktionspotenzialschwellenwert und die Aktions-
potenzialnachdepolarisation ausgelost durch eine 3 ms lange Strominjektion bestimmt
wurden. Die Amplitude wurde als Differenz zwischen dem Ruhemembranpotenzial und
der Spitze des Aktionspotenzials definiert. Die maximale Rate von Steigung und Abfall
des Aktionspotenzials wurden als der Hoch- und Tiefpunkt der zweiten Ableitung der
Spannungsspur bestimmt. Der Aktionspotenzialschwellenwert wurde festgesetzt als der
Punkt der Spannung, an dem die Steigung der Spannungsspur 15 mV/ms uberschritt
(Sekerli et al., 2004). Die Flache der Aktionspotenzialnachdepolarisation (Spike ADP)
wurde unter dem Spike ADP, beginnend von der schnellen Nachhyperpolarisation bis
zur Ruckkehr der Spannung zum Haltepotenzial, gemessen. Da dies Werte hervorbringt,

welche die aktive und passive Komponente des Spike ADP umfassen, wurde zusatzlich
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die Flache eines ,aktiven” Spike ADP bestimmt. Hierzu wurde die Differenz aus der
Flache der Aktionspotenzialnachdepolarisation und der Spannungsantwort, die durch
eine gerade noch niederschwellige Strominjektion ausgelost wurde, gebildet (Royeck et
al., 2008). Die Amplitude des Spike ADP wurde als Amplitude vom Haltepotenzial bis
zum Hochpunkt des Spike ADP definiert. Bei der Berechnung der Amplitude des
.aktiven” Spike ADP wurde von diesem Wert die passive Spannungsantwort zum selben
Zeitpunkt subtrahiert. Zusatzlich wurden in Messungen mit langen Strominjektionen (500
ms) die Adaptation der Aktionspotenzialfrequenz und die Aktionspotenzialzunahme
(Gain) bestimmt. Zur Bestimmung der Adaptation wurde der Quotient vom Interspike-
Intervall (in ms) zwischen dem 9. und 10. Aktionspotenzial und dem Interspike-Intervall

zwischen dem 2. und 3. Aktionspotenzial gebildet.

2.4 Whole-cell voltage-clamp-Messungen

Die Aufnahmen wurden mit Hilfe eines Axopatch 200B-Verstarkers (Molecular Devices,
CA, USA) durchgefuhrt. Der Serienwiderstand betrug 6-10 MQ und wurde uUber den
Kompensationsschaltkreis des Verstarkers zu 90-95 % kompensiert. Die Stromant-
worten des persistierenden Natriumstroms wurden mit einem Tiefpassfilter von 1 kHz,
die des M-Typ Kaliumstrom mit 5 kHz gefiltert, und mit einem Digidata 1440 Interface,
kontrolliert von einer pClamp 9.0 Software (Molecular Devices, CA, USA), aufgenom-
men. Die Experimente wurden mit einer Badtemperatur von 35 °C durchgefuhrt.

Abweichend hiervon wurden im NMF134™"-Modell die Whole-cell voltage-clamp-Mes-
sungen mit 2,9 kHz gefiltert und mit 10 kHz mittels eines EPC10 Verstarkers und der
PULSE Software (HEKA, Ludwigshafen) aufgenommen.

Innen- und Badldésung der Voltage-clamp-Messungen

Die Innenlésung fur die Voltage-clamp-Messungen enthielt (in mM): 130 K-Gluconat, 20
KCI, 10 HEPES-Na, 2 BAPTA (Tocris Bioscience, Wiesbaden-Nordenstadt), 2 MgATP, 2
Na,ATP. Der pH von 7,25 wurde mit KOH und die Osmolalitdt von ~295 mOsm mit
Sucrose eingestellt. Die Badlosung enthielt (mM): 140 NaCl, 3 KClI, 2 CaCly, 1 MgCly, 20
Glucose, 10 HEPES(acid), 2 4-AP (Acros Organics, Schwerte), 0,2 CdCl, (Fluka



23

Chemika, Steinheim). Der pH von 7,4 wurde mit Hilfe von NaOH (Merck, Darmstadt) und
eines pH-Meters (pH-Meter 766 calimatic, Knick, Berlin) eingestellt. Die Osmolalitat
betrug etwa 305 mOsm. Das kalkulierte Ubergangspotenzial fiir diese Lésungen betrug
+12,5 mV, und alle Werte und Abbildungen wurden dementsprechend korrigiert.

Bestimmung der passiven Zelleigenschaften

Zu Beginn der Whole-cell voltage-clamp-Messung wurde zuerst eine Stromantwort
durch 200 ms lange Spannungssprunge von -80 mV alternierend auf -85 mV bzw. -90
mV ausgelost, um die passiven Eigenschaften der Zelle (Eingangswiderstand und Zell-
kapazitat) zu erhalten. Der Eingangswiderstand wurde mit Hilfe des Ohmschen Ge-
setzes als der Quotient aus dem jeweiligen Spannungssprung und der Stromantwort be-
rechnet. Die Zellkapazitat wurde durch die Quantifizierung der Ladung (Qc), welche be-
notigt wurde, die Membran vollstandig zu laden, bestimmt. Qc wurde gemessen als die
Flache unter der Stromantwort, welche durch die genannten Spannungsspriinge
ausgelost wurde, und von der Ladung, welche Uber den Membranwiderstand floss,
subtrahiert. Die Zellkapazitat wurde dann als Qc/V kalkuliert, wobei V die GroRe des

Spannungssprungs ist.
Sequenzielle Messung von Iyq.p und Iy in derselben Zelle

Es wurde eine langsame Spannungsrampe von -90 mV auf -20 mV (50 mV/s) verwen-
det, welche die schnellen transienten Einwartsstrome inaktivierte, um einen langsamen
Einwartsstrom aufzunehmen. Anschlieliend wurde die gleiche Messung nach einem
schnellen Einwasch von 1 uM TTX (Tocris Bioscience, Bristol, UK) durchgefihrt. Die Dif-
ferenz beider gemessener Stromantworten entsprach dann dem pharmakologisch

isolierten Inap.

Mit TTX in der Badlésung wurde die Zelle bei -60 mV gehalten und der M-Typ Kalium-
strom wurde als Tail-Strom nach Spannungsspringen von einem Haltepotenzial von 0,
-10, -20, -30, -40, -50 bzw. -70 (fur 2 s), zuruck zu -60 mV gemessen. Diese Messungen
waren gefolgt von einem schnellen Einwasch von 20 yM XE 991 (Tocris Bioscience,
Bristol, UK) um den M-Typ Kaliumstrom zu blockieren. Durch Subtraktion der jeweiligen
Stromantworten in Abwesenheit und mit XE 991 in der Badldsung ergaben sich die je-

weiligen pharmakologisch isolierten M-Typ Kaliumstrome. Es erfolgte eine exponentielle
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Kurvenanpassung der einzelnen Tail-Strome mittels eines Algorithmus der Clampfit 9.0
Software (Molecular Devices, CA, USA), was die absoluten Stromamplituden am Beginn

des jeweiligen Spannungssprunges zu -60 mV ergab.

Die Differenzstrome sowohl von Ingp als auch von |y wurden in Leitfahigkeiten (G(v))

umgerechnet (s. Gleichung 1).
Gleichung 1: G(v)=I(v)/(V=Vrev)

wobei I(y) der Stromamplitude, V dem Kommandopotenzial und V., dem jeweiligen
Umkehrpotenzial (Na* +61 mV, K* -103,5 mV) entspricht.

Mit Hilfe einer Kurvenanpassung der Boltzmann-Gleichung wurden die maximale Leit-

fahigkeit und die halbmaximale Aktivierung ermittelt (s. Gleichung 2).
Gleichung 2: Gy=Gmax/(1+exp((Vso-V)/km))

wobei G) der Leitfahigkeit, Gmax der maximalen Leitfahigkeit, Vso dem Membranpoten-
zial bei welchem Gy halbmaximal ist, V dem Kommandopotenzial und kn, der Steigung

bei V5o entspricht.

Die Kurvenanpassung erfolgte in allen Fallen durch einen Levenberg-Marquardt-
Algorithmus. Wurden wahrend der Messung des Inap durch Space clamp-Problematik
transiente Einwartsstrome ausgelost, wurden diese manuell vor der Kurvenanpassung
entfernt. In einigen Experimenten waren die M-Typ Kaliumleitfahigkeiten so gering, dass
keine Kurvenanpassung mittels der Boltzmann-Gleichung gelang. In diesem Falle wur-
den als maximale Leitfahigkeit der Mittelwert der Leitfahigkeiten, ausgeldst durch einen
Spannungssprung von 0 und -10 mV, verwendet. Die gesamte sequenzielle Messung
dauerte weniger als 10 Minuten. Es wurden nur Zellen verwendet, deren Membran-

potenzial wahrend des gesamten Experiments negativer als -60 mV waren.

2.5 Immunfluoreszenz-Farbungen

Die Immunfluoreszenz-Farbungen wurden nach folgendem Protokoll angefertigt. 8-10
Wochen alte mannliche C57Bl/6-Mause wurden durch eine intraperitoneale Injektion ei-
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ner Mischung aus Ketamin 10 % (100 mg/kg) und Rompun 2 % (15 mg/kg) anasthe-
siert. Nachdem die Reflexe nicht mehr auszuldsen waren, wurden die Tiere mit 4 ml
PBS (Biochrome AG, Berlin) und anschlielend mit 8 ml einer 4 % PFA-L6sung (Sigma,
Steinheim) transkardial perfundiert. Die Perfusionsgeschwindigkeit entsprach dem nor-
malen Herzzeitvolumen von 15-20 ml/min. AnschlieRend wurden die Hirne eine Stunde
in 4 % PFA nachfixiert.

Danach wurden 600-800 um dicke koronale Hirnschnitte mit Hilfe eines Vibratoms
hergestellt und diese kryoprotektiert in Einbettschalchen (Cryomold Standard Tissue-
Tek, Sakura, Zoeterwoude, NL) und Tissue-Tek (O.C.T. Compound, Sakura,
Zoeterwoude, NL) auf Metallblécken in flissigem Stickstoff (Linde, Bonn) gefroren.
Diese wurden nun vor der weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Vor Beginn des
Farbeprotokolls wurde das gefrorene Gewebe in 10-20 pym dicke Schnitte an einem
Kryostat (Microm HM 560, Thermo Scientific, Schwerte) geschnitten und anschlie3end
auf Objekttragern (Super-frost Plus, Thermo Scientific, Braunschweig) wenige Stunden

luftgetrocknet.

Nun wurden die auf den Objekttragern fixierten Hirnschnitte dreimal fir jeweils 5 min in
PBS gewaschen und anschlieBend, um Hintergrundfluoreszenz zu verringern, in einer
PBS-Ldsung mit 0,25 % Triton X-100 (Sigma, Steinheim) und 5 % Normal donkey serum
(Sigma, Steinheim) fur eine Stunde geblockt. Nach einem weiteren dreimaligen Wasch-
schritt fur 5 min in PBS erfolgte die Applikation des jeweiligen Primarantikorpers (Ver-
dinnung 1:1000) in einer PBS-Losung mit 0,25% Triton X-100 und 5 % Normal donkey
serum. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C fir etwa 40-44 Stunden. Die jeweiligen Primar-
antikérper waren ein polyklonaler Rabbit anti-Na,1.6 (Alomone Labs, Jerusalem, Israel),
ein monoklonaler Mouse anti-Ankyrin G (Zymed, San Francisco, CA, USA) und ein
polyklonaler Rabbit anti-KCNQ2 (PA1-929, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA).
FUr Doppelimmunfluoreszenzfarbungen wurden die primaren Antikorper zusammen ver-
wendet. Nach einem weiteren dreimaligen Waschschritt in PBS zu jeweils funf Minuten
erfolgte die Inkubation des sekundaren Antikorpers (Verdinnung 1:1000 in PBS) fur 90
Minuten. Die Sekundarantikorper waren ein Donkey anti-mouse (Alexa Fluor 488

Donkey Anti-Mouse IgG (H+L), Life Technologies, Darmstadt) und ein Donkey anti-
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rabbit (Cy3 Donkey Anti-Rabbit 1gG (H+L), Jackson Immunoresearch Laboratories,
Suffolk, UK).

Anschlielend erfolgte ein erneutes dreimaliges funfminttiges Waschen in PBS und
dann die endgultige Fixierung mit Mounting-medium (Aqua-Poly/Mount, Polyscience
Inc., Warrington, PA, USA) und Deckglasern (Engelbrecht, Ederminde). Die Lagerung
erfolgte lichtgeschutzt bei 4 °C.

Immunfluoreszenzbilder wurden mit Hilfe eines Nikon A1/Ti-E konfokalen Mikroskops
und der NIS Elements AR-Software (Nikon, Dusseldorf) aufgenommen. Es wurden ein
CFI Plan Apo IR 60x WI- bzw. ein CFl Plan Apo Lambda 20x-Objektiv (Nikon, Dussel-
dorf) verwendet. Bilder mit verschiedenen Sekundarantikdrpern wurden sequenziell auf-

genommen um einen Bleed through-Effekt zu vermeiden.

2.6 Quantitative real-time reverse-transcription PCR

Die CA1-Regionen wurden von hippokampalen Hirnschnitten (600 um) der jeweiligen
Mausmodelle (Scn8a- bzw. PM2/1-Modell) mikrodisseziert. Die mRNA wurde mit Hilfe
eines Dynabeads mRNA Direct Micro Kit (Dynal Biotech, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
isoliert, und fur die folgende cDNA-Synthese wurde ein High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) nach Hersteller-Protokoll
verwendet. Die Quantifizierung der mRNA-Level von Ank3, Kcnq2, Kcnq3, Kcngb,
Scn1a, Scn2a, Scn8a, Scn1b, Scn2b bzw. Syp wurde mit der Real-time reverse-tran-
scription polymerase chain reaction (PRISM 7700; PE Biosystems, Foster City, CA,
USA) durchgefuhrt. Die Primer fur die genannten mRNAs wurden mit der Primer Ex-
press Software (PE Biosystems, Foster City, CA, USA) hergestellt. Die verschiedenen
Sequenzen sind in Tabelle 1 gezeigt. Nach Durchsuchen der GenBank-Datenbank mit
dem BLASTN Programm, fanden sich keine signifikanten Homologien der Amplikon-
sequenzen mit anderen schon fruher charakterisierten Genen. Die Real-time reverse-
transcription polymerase chain reaction wurde in einem 6,25 pl Reaktionsvolumen
durchgefuhrt, welches 3,125 pl eines SYBR Green PCR Master Mix (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA), 0,1875 pl des Forward und Reverse primers (10 pmol/ml), 1,5 ul von Di-
ethylpyrocarbonat-H,O und cDNA, gelost in 1,25 pl Diethylpyrocarbonat-H,O, enthielt.
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Nach einer zehnminutigen Vorinkubation bei 94 °C wurden 40 Polymerase-Reaktions-
zyklen (20 s bei 94 °C, gefolgt von 30 s bei 59 °C und 40 s bei 72 °C) ausgeflhrt. Die

relative Quantifizierung der initialen mRNA-Kopien wurde mit Hilfe der AACt-Methode

berechnet (Fink et al., 1998) und Syp als endogenes Referenzgen verwendet. Das

grune Fluoreszenzsignal des SYBR Green PCR Master Mix wurde in jedem Zyklus

gemessen.

Tab. 1: Es sind die Vorwarts- und Ruckwarts-Nukleotid-Sequenzen der einzelnen fur die
RT-PCR verwendeten Primer dargestellt. Weiter sind die Zugangsnummern der
GenBank-Datenbank aufgelistet.

Gen

Ank3

Kcnq2
Kcng3
Kcngb
Scnia
Scn2a
Scn8a
Scni1b

Scn2b

Syp

Forward (5"-3’)
CATGACCCAGTTGATGGTTG
TACCCCTGGCCTCAAAGTTA
CTCAGAAAGGGTCAGCATTTACCT
GCTCAGAAGTCTCCGGTTCCT
CTTGAGCCCGAAGCTTGCT
CATCGTCTTCATGATTCTGCTCA
CATCTTTGACTTTGTGGTGGTCAT
CGAATGTCACGTCTACCGTCT
TGGACTTACCAGGAGTGTAGCAATT

TTCAGGACTCAACACCTCGGT

Reverse (5-3)
TTCTCCCGTGAGGTATGAGG
TATGGGCGCAGACTCTCTTT
GCTGCCCTGGCTACATATGG
CTTCCAGGTCCCTCCCCTT
TCCTTCTTCCACGCTGATTTG
GGTTTTTCGCTGCTCGATGTA
TGACGCGGAATAGGGTCG
CACGATGGATGCCATATCTCT
CTCCAAACCGCTCCAGCTT

CACGAACCATAGGTTGCCAAC

GenBank
Zugangsnummer
NM_170728
NM_010611
NM_152923
NM_001160139
NM_018733
NM_001099298
NM_001077499
NM_011322
NM_001014761

NM_009305
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2.7 Datenanalyse und Statistik

Alle gezeigten Daten sind als Mittelwert £Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dar-
gestellt. Zum Vergleich der Mittelwerte zweier Gruppen wurde ein zweiseitiger Student's
t-Test verwendet. Die Analyse der mRNA-Expression erfolgte mittels eines Mann-Whit-

ney U-Tests. Fur alle Tests wurde das Signifikanz-Level auf p<0,05 gesetzt.

Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der Clampfit 9.0 Software (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA), IGOR (Wavemetrics Inc.; Lake Oswego, OR, USA), Graphpad
Prism (Graphpad Software, San Diego, CA, USA) und Microsoft Office Excel 2007
(Microsoft, Redmond, WA, USA).

2.8 Versuchsdurchfiihrung und Datenauswertung

Alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche und Messungen wurden von mir

durchgefuhrt. Ebenso wurden die Daten von mir ausgewertet.

Abweichend hiervon wurden im Kcng2™*-Modell die Messungen der Whole-cell current-
clamp-Experimente nach meinen Vorgaben von Dominik Holtkamp (Bonn) durchgefuhrt.

Die Auswertung der Daten erfolgte durch mich.

Im NMF134™-Modell wurden die Messungen und die Auswertung der Daten nach

meinen Vorgaben von Priv.-Doz. Dr. Axel Neu (Hamburg) durchgefihrt.

Im Q2-ABP-Modell wurden die Messungen der Whole-cell current-clamp-Experimente
nach meinen Vorgaben von Dr. Christina Muller (Bonn) durchgefiihrt. Die Auswertung

der Daten erfolgte durch mich.

Die Quantitative real-time reverse-transcription PCR-Experimente und deren Aus-

wertung wurden von Dr. Julika Pitsch (Bonn) durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Der persistierende Natrium- und der M-Typ Kaliumstrom zeigen eine positive
Korrelation in CA1-Pyramidenzellen

Eine etwaige Ko-Regulation zwischen persistierendem Natrium- und M-Typ Kaliumstrom
sollte zu einer positiven Korrelation beider Strome in Pyramidenzellen flhren. In fri-
heren Arbeiten wurden Korrelationen von verschiedenen messenger RNA-Leveln, die
fur bestimmte lonenkanale kodieren, beschrieben (Tobin et al., 2009; Bergquist et al.,
2010). Korrelationen in mRNA-Leveln mussen, aufgrund vielfaltiger posttranskriptionaler
und posttranslationaler regulatorischer Moglichkeiten, aber nicht automatisch zu Kor-
relationen auf Proteinebene und, da auch membranstandige lonenkanale modifiziert
werden konnen, zu Korrelationen von lonenstromen fuhren. Diese elektrophysiologisch
messbaren lonenstrome sind es aber, welche fur das Feuerverhalten eines Neurons
entscheidend sind. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit mittels eines speziellen
Whole-cell voltage-clamp-Protokolls nach einer direkten Inap/lv-Korrelation in derselben
Nervenzelle gesucht werden (s. Abb. 1, A). In friheren Studien wurde der persistierende
Natriumstrom mit Casium-basierten Intrazellularldsungen gemessen, da so durch die
Blockade von Kaliumkanalen eine bessere Spannungsklemme erreicht werden kann
(Royeck et al., 2008). Solche Losungen wurden aber das anschlielende Messen des M-
Typ Kaliumstroms in derselben Zelle unmoglich machen. Es wurde daher auf Casium in
der Innenl6sung verzichtet und lediglich der A-Typ Kaliumstrom (la) und Kalziumstrome
mit 2 mM 4-Aminopyridin bzw. 200 yM Cadmium pharmakologisch blockiert (s. Material
und Methoden). Zur Messung des persistierenden Natriumstroms und um schnelle tran-
siente Natriumstrome zu inaktivieren, wurde eine langsame Spannungsrampe von -90
mV bis -20 mV (50 mV/s) verwendet. Dieselbe Messung wurde mit 1 yM des Natrium-
kanalblockers Tetrodotoxin (TTX) in der Badlésung wiederholt, um durch Subtraktion
beider Stromspuren den pharmakologisch isolierten Inap zu erhalten (s. Abb. 1, B).
Anschlielend wurde in Anwesenheit von TTX der M-Typ Kaliumstrom gemessen. Hierzu
wurde die Zelle bei -60 mV geklemmt und der Strom nach zweisekindigen Spannungs-
springen von verschiedenen Haltepotentialen (0, -10, -20, -30, -40, -50 und -70 mV)
zurlck zu einer Haltespannung von -60 mV als Tail-Strom gemessen. Dieser Tail-Strom
stellt die langsame Deaktivierung des nicht-inaktivierenden M-Typ Kaliumstroms dar.
Auch hier wurde durch Wiederholung der Messung nach Einwaschen von 20 yM des
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spezifischen ly-Blockers XE 991 und Subtraktion der erhaltenen Stromspuren der phar-
makologisch isolierte Iy gemessen (s. Abb. 1, C). Die Differenzstrome von Ingp und ly
wurden in Leitfahigkeiten umgerechnet und mit Hilfe einer Kurvenanpassung der Boltz-
mann-Gleichung wurde die maximale Leitfahigkeit und die halbomaximale Aktivierung er-
mittelt (s. Material und Methoden). Mittels dieses Protokolls wurde der persistierende
Natrium- und der M-Typ Kaliumstrom sequenziell in 26 CA1-Pyramidenzellen von adul-
ten C57BIl/6-Mausen gemessen. Hier fand sich eine positive Korrelation beider Strome,
welche, auch wenn Korrelationen keine Aussage uber die zugrundeliegenden Ursachen
zulassen, als Indiz fur eine Ko-Regulation oder zumindest fur einer Abhangigkeit beider
Strome von einander gesehen werden kann (Pearson r=0,6757; p<0,0005) (s. Abb. 1,
D).

Zusatzlich wurde die Lokalisation der Na,1.6- und der K,7.2-Untereinheit am Axoninitial-
segment in adulten C57BI/6-Tieren Uberpruft. Abbildung 2 zeigt die immunhistologischen
Farbungen, in denen Na,1.6- bzw. K,7.2-spezifische Antikdrper verwendet wurden (s.
Material und Methoden).
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Abb. 1: Sequenzielle Messung von Ingp und ly in derselben CA1-Pyramidenzelle

(A) Schematische Darstellung der Abfolge der einzelnen Strommessungen im sequen-
ziellen Inap/Iv-Protokoll. (B) zeigt die Spannungsrampe zur Messung des Ingp, den Strom
in Ab- bzw. Anwesenheit von TTX und den pharmakologisch isolierten Strom. In (C) ist
das Protokoll zur Iy-Messung, Iy ohne bzw. mit XE 991 in der Badlésung und der phar-
makologisch isolierte Strom dargestellt. (D) Inap und Iy zeigen eine positive Korrelation,
wenn sequenziell in derselben Zelle gemessen (Pearson r=0,6757, p=0,0002, n=26).
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Abb. 2: Immunhistologie von Na,1.6 und K,7.2 in CA1

(A) zeigt eine Antikdrperfarbung in der Falschfarbe Griun gegen Ankyrin G, einen Marker
fur das Axoninitialsegment. Im selben Hirnschnitt ist in (B) mittels eines spezifischen
Antikdrpers die K,7.2-Untereinheit in der Falschfarbe Rot markiert. (C) ist die Super-
position von (A) und (B) und zeigt als grin-rote Uberlagerung die Lokalisation der K,7.2-
Untereinheit am Axoninitialsegment. Zusatzlich sind die Zellkerne mit dem Fluoreszenz-
farbstoff DAPI dargestellt. (D) zeigt die Na,1.6-Untereinheit in einem anderen Hirn-
schnitt. (A), (B) und (C) 60x Objektiv, Zoom 1,23x, Pinhole 0,7; (D) 20x Objektiv, Zoom
3%, Pinhole 1,2.
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3.2 Reduktion von Iy in einem Mausmodell mit chronisch verminderten Iy.p
(Scn8a™?-Modell)

Nachdem eine Korrelation von Inap und Iy gezeigt werden konnte, sollte untersucht wer-
den, ob die systematische Manipulation der Gréf3en von Ingp bzw. Iy den jeweiligen an-
deren Strom, im Sinne einer Ko-Regulation, beeinflusst. Als Modell flr eine chronische
Inap-Reduktion, diente die Scn8a™“-Mauslinie, die einen um etwa 40% verminderten

persistierenden Natriumstrom in CA1-Pyramidenzellen aufweist (Royeck et al., 2008).

Bei Verwendung des oben vorgestellten Protokolls zur sequenziellen Iyap/Iv-Messung in
derselben Zelle fand sich die erwartete Inap-Reduktion um 42 %, welche der von Royeck
et al. (2008) gemessenen entsprach. Dies zeigt auch, dass mit der hier verwendeten
Cs'-freien Innenlésung eine ausreichend gute Spannungsklemme fiir zuverlassige Mes-
sungen zu erreichen ist. Zusatzlich zur Reduktion im persistierenden Natriumstrom fand
sich eine Verminderung im M-Typ Kaliumstrom um 25 % (t-Test: p<0,05, s. Abb. 3, A
und B). Um zu untersuchen, inwiefern diese Reduktion von Insp und Iy das Feuerver-
halten der Zellen beeinflusst, wurde das Entladungsverhalten mit Hilfe scharfer Mikro-
elektroden gemessen. Es zeigte sich, dass der Aktionspotenzialschwellenwert in den
mutierten Tieren um etwa 7 mV zu depolarisierteren Spannungswerten verschoben ist
(t-Test: p<0,005), hingegen blieb die Flache und Amplitude der ,aktiven” Aktions-
potenzialnachdepolarisation in beiden Gruppen gleich. ,Aktiv’ meint in diesem Falle die
Differenz aus Flache bzw. Amplitude der Aktionspotenzialnachdepolarisation und der
Spannungsantwort, die durch eine gerade noch niederschwellige (subthreshold) Strom-
injektion ausgeldst wurde. Durch diese Art der Auswertung sollte verhindert werden,
dass es in der Gruppe der Mutanten, die wegen eines depolarisierteren Aktions-
potenzialschwellenwertes grof3ere Strominjektion zum Auslosen eines AP bendtigen, zu
falsch-groRen Ergebnissen durch eine erhohte passive Spannungsantwort kommt
(Royeck et al., 2008). Auch die mit scharfen Mikroelektroden gemessenen passiven
Eigenschaften unterschieden sich nicht in Membranwiderstand und Zellkapazitat (s.
Tab. 2). Diese Ergebnisse der Analyse des Feuerverhaltens, gemessen mit scharfen
Mikroelektroden, bestatigen die Whole-cell current-clamp-Messungen von Royeck et al.
(2008) (s. Abb 3, C und D).
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Die gefundene Reduktion im M-Typ Kaliumstrom kénnte durch kompensatorische Me-
chanismen auf unterschiedlichen Ebenen zustande kommen. Daher wurde eine semi-
quantitative Messung der mRNA-Level von Kcnq2-, Kcnq3- und Kcnqgb-Untereinheiten
mittels quantitativer Real-time RT-PCR durchgeflhrt, um eine Aussage treffen zu kon-
nen, ob die Verminderung von ly durch eine verminderte Expression der Gene oder
eher durch posttranskriptionale Mechanismen, wie z.B. einen veranderten Kanaltrans-
port (trafficking) oder Modifikationen durch Proteinkinasen, zu erklaren ist. Hierzu wurde

med_ und Kontrolltieren

eine Mikrodissektion der CA1-Region des Hippokampus in Scn8a
durchgefuhrt und bei der nachfolgenden Real-time RT-PCR die mRNA-Level relativ zur
mRNA-Menge von Syp, welches fur Synaptophysin, einem prasynaptischen Protein, ko-
diert, gemessen (s. Material und Methoden). Hierbei zeigte sich kein Unterschied in den
Expressionsleveln der Kcng2-, Kcnq3- bzw. Kcngb-Untereinheiten. Ebenso waren die
Expressionslevel von Ank3, welches fur das Protein Ankyrin G kodiert, und Scn1b in bei-
den Gruppen unverandert. Die Reduktion des persistierenden Natriumstroms im
Scn8a™-Modell fiihrt also zu einer Verminderung im M-Typ Kaliumstrom, welche nicht

durch eine veranderte Genexpression zu erklaren ist (s. Abb. 4).
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Abb. 3: Sequenzielle Inap/lv-Messung und Feuerverhalten in Scn8a™’Mausen

(A) zeigt reprasentative Messungen von Iysp und Iy in Nervenzellen in Scn8a™- bzw.
Scn8a™ -Tieren. In (B) sind die Veranderungen in den Leitfahigkeiten von Inap bzw. Iy
zwischen beiden Gruppen dargestellt (t-Test: p<0,01 bzw. p<0,05; n=9; 11). (C) zeigt
beispielhafte Aktionspotenziale und (D) die unveranderte Flache bzw. Amplitude der
Aktionspotenzialnachdepolarisation und den zu depolarisierteren Membranspannungen
veranderten Aktionspotenzialschwellenwert (t-Test: p<0,01; n=7; 5). Werte als Mittel-
werte +SEM.
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Abb. 4: mRNA-Expressionslevel in Scn8a"'- und Scn8a™’-Tieren

(A) zeigt die relativen mRNA-Expressionslevel von Kcnq2, Kcnq3, Kcngb, Ank3 und
Scn1b bezogen auf Syp in der CA1-Region des Hippokampus. Diese unterschieden sich
nicht zwischen beiden Gruppen (n=6; 6). In (B) sind diese auf die jeweilige Kontroll-
gruppe bezogen normalisiert dargestellt. Werte als Mittelwerte +SEM.
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3.3 Unveranderter Inap in einem Mausmodell mit chronischer Iy-Reduktion durch
eine dominant-negative K,7.2-Untereinheit (P-M2/1-Modell)

Nachdem sich eine Reduktion des M-Typ Kaliumstroms bei chronischer Reduktion des
Inap iM Scn8a™“-Modell gezeigt hatte, sollte nun untersucht werden, ob ebenso eine
chronische Iy-Reduktion den persistierenden Natriumstrom verringert. Hierzu sollten drei
verschiedene genetisch veranderte Mausmodelle benutzt werden. Als erstes Modell
wurde mit den P-M2/1-Mausen eine transgene Mauslinie benutzt, die unter Verwendung
eines durch Doxyzyklin-kontrollierbaren Tet-Off-Konstrukts eine K,7.2-Untereineinheit
mit Porenmutation (hQ2-G279S) exprimiert. Diese porenmutierte K,7.2-Untereinheit
besitzt keine Leitfahigkeit fur Kaliumionen und fuhrt durch Assemblierung mit nativen
K\7-Untereinheiten dominant-negativ zur M-Typ Kaliumstrom-Reduktion (Peters et al.,
2005). Die in dieser Studie untersuchte Mauslinie unterschied sich von der von Peters et
al. (2005) verwendeten lediglich durch eine autosomale Insertion des porenmutierten
hKCNQ2-Konstrukts. Peters et al. (2005) konnten zeigen, dass eine Iy-Reduktion durch
Transgenexpression in den ersten Lebenswochen zu morphologischen Veranderungen
im Hippokampus, zu hyperaktivem Verhalten und zu regelmafigen epileptischen Anfal-
len fuhrt. Wurde hingegen die Transgenexpression durch Doxyzyklin-Gabe in den ersten
Lebenswochen unterdriickt, fand sich bei gleichstarker Iy-Reduktion lediglich eine er-
hohte Erregbarkeit in den telemetrischen Elektrokortikographie-Ableitungen. Daher sollte
die Iu-Reduktion durch Doxyzyklin-Gabe auf das adulte Alter beschrankt werden, um
morphologische Veranderungen zu vermeiden. Allerdings zeigte sich bei zwei Ver-
suchen des Doxyzyklin-Entzugs in adulten Mausen, dass keine signifikante M-Typ Ka-
liumstrom-Reduktion gemessen werden konnte, wenn die Tiere erst mehrere Wochen
bzw. mehrere Monate alt von Doxyzyklin entwdohnt wurden (insgesamt 80 gemessene
Zellen in Kontroll- und transgener Gruppe, Daten nicht gezeigt). In einem dritten Ver-
such wurden die Tiere deshalb sofort nach Geburt von Doxyzyklin entzogen und zeigten
nun im adulten Alter eine signifikante ly-Reduktion um 31 % (t-Test: p<0,01, s. Abb. 5,
A, B und C). Die Spannungsabhangigkeit des Iy unterschied sich dabei nicht zwischen
beiden Gruppen (s. Abb. 5, D). Trotz dieser Reduktion im Iy konnte zwischen beiden
Gruppen in den sequenziellen Inap/lv-Messungen keine Veranderung im persistierenden

Natriumstrom gefunden werden (s. Abb. 5, C).
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Zusatzlich zu den elektrophysiologischen Messungen wurde auch in diesem Modell eine
quantitative Real-time RT-PCR zur Untersuchung der mRNA-Level von Kcnq2, Kcnq3,
Kcnqgb, Ank3, Scn1b, Scn2b, Scn1a, Scn2a und Scn8a in der CA1-Region durchgefihrt.
Auch dabei fand sich zwischen beiden Gruppen auf mRNA-Ebene keine Veranderung in
den untersuchten Genen (s. Abb. 6). Eine chronische Verminderung im M-Typ Kalium-
strom durch Expression einer dominant-negativen K,7.2-Untereinheit hat also keinen
Einfluss auf den persistierenden Natriumstrom und die Expression verschiedener Na-

triumkanaluntereinheiten.
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Abb. 5: Unveranderter Inap bei chronischer Iy-Reduktion durch eine dominant-negative

K\7.2-Untereinheit

(A) und (B) zeigen reprasentative Messungen von Iyap und Iy. In (C) sind die Leitfahig-
keiten des persistierenden Natriumstroms und des verminderten M-Typ Kaliumstroms (t-
Test: p<0,01; n=16; 16) als Balkendiagramme dargestellt. Ein Diagramm der unveran-
derten spannungsabhangigen Aktivierung von Iy mit V4, findet sich in (D). Werte als Mit-

telwerte +SEM.
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Abb. 6: Ergebnisse der Quantitative real-time RT-PCR der CA1-Region in P-M2/1°- und
P-M2/19-Mausen

(A) zeigt die relativen mRNA-Expressionslevel von Kcnq2, Kenq3, Kengb, Ank3, Scn1b,
Scn2b, Scn1a, Scn2a und Scn8a bezogen auf Syp in der CA1-Region des Hippokam-
pus. Diese unterschieden sich nicht zwischen beiden Gruppen (n=8; 7). In (B) sind diese
auf die jeweilige Kontrollgruppe bezogen normalisiert dargestellt. Werte als Mittelwerte
+SEM.
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3.4 VergroBerter In,p in einem Modell mit chronischer Iy-Reduktion durch Kcng2-
Deletion (Kcng2™*-Modell)

Um zu uberprufen, ob durch andere Mausmodelle mit M-Typ Kaliumstromreduktion eine
Beeinflussung des persistierenden Natriumstroms erreicht werden kann, wurde aul3er-
dem eine Mauslinie untersucht, welche durch Deletion des Kcng2-Gens eine Verminde-
rung im M-Typ Kaliumstrom aufweist. In dieser transgenen Mauslinie wird ein Cre/loxP-
System verwendet, in welchem das Kcnq2-Gen mit loxP-Stellen flankiert ist. Unter dem
CaMKII-Promoter und somit neuronenspezifisch, wird die Cre-Rekombinase exprimiert,
welche dann fur die Exzision von Kcng2 verantwortlich ist. In Mausen, homozygot fur
das ,gefloxte” Allel, wird somit das Kcng2-Gen nicht mehr abgelesen. Anders als im vor-
herigen Modell, bei dem K,7.2-Untereinheiten mit dominant-negativem Konstrukt am
Axoninitialsegment lokalisiert sein sollten, fehlt in diesem Modell nun die Kv7.2-Unter-
einheit komplett. Ob dies nun eine andersartige Regulation des persistierenden Natrium-
stroms im Vergleich zum P-M2/1-Modell zur Folge hat, wurde erneut mit der sequen-
ziellen Inap/Iv-Messung untersucht. Es zeigte sich entgegen der aus der Hypothese re-
sultierenden Erwartung bei Messungen in adulten Tieren, dass bei einer M-Typ Kalium-
strom-Reduktion um 46 % der persistierende Natriumstrom um 29 % in der Kcnq2ﬂ°x-
Gruppe hochreguliert war (t-Test: p<0,01 bzw. p<0,05, s. Abb 7, A, B und C). Die Span-
nungsabhangigkeit des |y unterschied sich dabei nicht zwischen beiden Gruppen (s.
Abb 7, D).

Ein mdoglicher Einfluss dieser Veranderungen auf das Feuerverhalten wurde mittels
Whole-cell current-clamp-Messungen untersucht. Hier zeigten sich allerdings weder in
den passiven Eigenschaften noch im aktiven Feuerverhalten, ausgelost durch kurze (3
ms) oder lange Strominjektionen (500 ms), Unterschiede zwischen der Kcnqg2-
defizienten und der Kontrollgruppe. Interessanterweise fuhrt also eine Hochregulation
des Inap bei gleichzeitiger Verminderung des Iy durch Kcng2-Deletion zu keinen
messbaren Veranderungen im Feuerverhalten von CA1-Pyramidenzellen. Die Abbildung

8 stellt die Ergebnisse der Current-clamp-Messungen dar.
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(A) und (B) zeigen reprasentative Messungen von Iyap und Iy. In (C) sind die Leitfahig-
keiten des vergroRerten persistierenden Natriumstroms (t-Test: p<0,05) und des vermin-
derten M-Typ Kaliumstroms (t-Test: p<0,01; n=13; 13) als Balkendiagramme dargestellt.
Ein Diagramm der spannungsabhangigen Aktivierung von Iy mit V4, findet sich in (D).
Die halbmaximale Aktvierung von Iy unterschied sich nicht zwischen transgener und
Kontrollgruppe. Werte als Mittelwerte +SEM.
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Abb. 8: Feuerverhalten in Kcng2®- und Keng2™-Tieren

(A) Einzelnes Aktionspotenzial einer reprasentativen Kcng2®- bzw. Kenq2™-Zelle, aus-

geldst durch eine 3 ms lange Strominjektion von 300 pA bzw. 320 pA. Aktionspotenzial-
nachdepolarisation (B) und -schwellenwert (C) zeigten keine Veranderung. (D) Feuer-
verhalten einer reprasentativen Kcng2®- bzw. Kcng2™*-Zelle ausgeldst durch eine 500
ms lange Strominjektion von 110 pA. Bei diesen langen Strominjektionen fand sich kein
Unterschied hinsichtlich der Akkomodation der Aktionspotenzialfrequenz (E) und der An-
zahl der Aktionspotenziale pro injizierte Stromstarke (F). Werte als Mittelwerte +SEM;
n=11; 11.
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3.5 Unveranderter Iy,p im NMF134™-Modell

SchlieB3lich wurde als drittes Modell zur chronischen Iy-Reduktion die NMF134-Maus-
mutante untersucht. In dieser Mausmutante fihrte chemische Mutagenese mit Hilfe des
potenten Mutagens N-Ethyl-N-nitrosoharnstoff (ENU) zum Austausch der Aminosaure
Valin durch Methionin an Position 182 im Transmembransegment S3 (Kearney et al.,
2006). Es konnte gezeigt werden, dass diese Mutation in hippokampalen CA1-Zellen
homozygoter Tiere einen um 50% reduzierten |y mit zu positiveren Membranpotenzialen
verschobener halbmaximaler Aktivierung (~5 mV) verursacht (Dirk Isbrandt, personliche
Kommunikation). Phénotypisch sind homozygote NMF134™"Tiere kleiner und leichter
als ihre gesunden Wurfgeschwister und zeigen aufgrund von Krampfanfallen eine er-
hohte Letalitat in den ersten Lebenswochen. Angesichts dieser erhohten Letalitat wur-
den diese Tiere im Alter von 15-16 Tagen als Modell zur Untersuchung von Ingp und Iy
genutzt. In den sequenziellen Messungen zeigte sich keine Veranderung des persis-
tierenden Natriumstroms (s. Abb. 9, A, B und C). Uberraschenderweise fand sich aber
auch im M-Typ Kaliumstrom weder eine Reduktion noch eine Veranderung in der
halbmaximalen Aktivierung (s. Abb. 9, C und D). Da dieses Modell ohne Iy-Reduktion

unbrauchbar ist, soll es im Folgenden nicht weiter besprochen und diskutiert werden.
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Abb. 9: Unveranderter Iy.p im NMF134™-Modell

(A) und (B) zeigen reprasentative Messungen von Inyap und ly. Zur besseren Darstellung
wurden die nicht geklemmten Spikes in der Messung des Ingp in (B) eliminiert. In (C)
sind die Leitfahigkeiten des unveranderten persistierenden Natrium- und M-Typ Kalium-
strom als Balkendiagramme dargestellt. Es konnte keine Veranderung der Spannungs-
abhangigkeit von Iy in den mutierten Tieren gefunden werden (D). Werte als Mittelwerte
+SEM; n=12; 10.
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3.6 Knockout des Scn1b-Gens hat keinen Einfluss auf In.p und Iy (Scn1b-null-
Modell)

Spannungsabhangige Natriumkanale bestehen aus der porenbildenden a-Untereinheit
und akzessorischen B-Untereinheiten. So existieren vier Gene Scn1b-Scn4b, die fur ins-
gesamt funf B-Untereinheiten (81, B1B, B2, B3 und B4) kodieren. Diese akzessorischen
B-Untereinheiten beeinflussen das Gating, die Spannungsabhangigkeit und die Kinetik
der a-Untereinheit und modulieren so die zellulare Erregbarkeit. Als Teil der Immun-
globin-Superfamilie der Zelladhasionsmoleklle vermitteln sie u.a. Zelladhasion und
-migration (Brackenbury und Isom, 2011). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
auch die Zelloberflachenexpression von Natriumkanalen durch B-Untereinheiten beein-
flusst wird. So wurde in einem Mausmodell, defizient fur die B1-Untereinheit, in der post-
natalen Entwicklung eine verminderte Na,1.6-Expression am Axoninitialsegment in zere-
bellaren Kérnerzellen gefunden (Brackenbury et al., 2010). Mit Hilfe dieses von Chen et
al. (2004) beschriebenen Scn1b-defizienten Mausmodells sollte nun ein potenzieller re-
gulatorischer Einfluss der akzessorischen B1-Untereinheit auf die Groflde von Iyap und ly
untersucht werden. Scn1b-null-Mause zeigen, beginnend um den 10. postnatalen Tag,
eine Ataxie und spontane myoklonische Anfalle mit einer vorzeitigen Letalitat um den
20. Lebenstag (Chen et al., 2004). In mehreren Studien wurde der elektrophysiologische
Scn1b-null-Phanotyp beschrieben. In akut dissoziierten CA1-Pyramidenzellen wurden in
der GroRe und der Kinetik unveranderte Natriumstrome gemessen (Chen et al., 2004;
Uebachs et al., 2010). Es zeigten sich moderate Auswirkungen auf die Amplitude und
die halbe Weite des Aktionspotenzials (Uebachs et al., 2010). In zerebellaren Kdérner-
zellen fand sich eine reduzierte Aktionspotenzial-Feuerrate und ein erniedrigter
Resurgent-Natriumstrom (Brackenbury et al., 2010). Obwohl also schon in dissoziierten
Nervenzellen gezeigt worden war, dass eine Scn1b-Deletion den Ingp nicht beeinflusst,
sollte dies noch einmal in akuten hippokampalen Hirnschnitten tberpruft werden, da in
dieser Praparation unter Umstanden axonale Fortsatze besser erhalten bleiben. Inap und
Im wurden in 15-16 Tage alten Mausen, homozygot fur die Scn1b-Deletion, und in
adulten Mausen, heterozygot fur die Scn1b-Deletion mit 50 %-Reduktion im mRNA-
Level (s. Abb 10, E), gemessen. Weder in den juvenilen Tieren, noch in der adulten
Gruppe konnte ein signifikanter Unterschied in Inap oder Iy zu den jeweiligen
Kontrollgruppen ge-funden werden (s. Abb. 10, A, B, C bzw. D). Die Expression der
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akzessorischen [(1-Untereinheit hat also keinen Einfluss auf die GroRe des

persistierenden Natrium- und des M-Typ Kaliumstroms.
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Abb. 10: Unveranderter Inap und Iy in juvenilen und adulten 31-Mausen

(A) und (B) zeigen reprasentative Messungen von Ingp und ly in juvenilen Kontroll- und
Scn1b-null-Mausen (n=11; 10). In (C) und (D) sind die gleichen Messungen in adulten
Kontroll- und Scn1b*-Mausen dargestellt (n=14; 14). In den adulten Scn1b*-Tieren
fand sich eine Reduktion von 50 % in der mRNA-Expression von Scnib (t-Test:
p<0,001; n=6; 5) (E). Werte als Mittelwerte +tSEM.
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3.7 Axonale Dislokation der K,7.2-Untereinheit durch ein Ankyrin G-bindendes
Peptid hat keinen Effekt auf die GroBe von Iy, und Iy in subikuldren
Pyramidenzellen (Q2-ABP-Modell)

Die Kanaluntereinheiten Na,1.6 und K,7.2/K,7.3, welche Uberwiegend den persistieren-
den Natrium- bzw. den M-Typ Kaliumstrom vermitteln, sind am Axoninitialsegment ko-
lokalisiert. Hier binden sie jeweils Uber eine bestimmte Aminosauresequenz, das Ankyrin
G-Bindungsmotiv, an das GerUstprotein Ankyrin G und werden so am AIS ,verankert”.
Dieses Bindungsmotiv befindet sich bei Natriumkanalen in der intrazellularen Schleife
zwischen Segment 2 und 3, wohingegen sich ein entwicklungsgeschichtlich analoges
Motiv in der C-terminalen Domane von K,7.2 und K,7.3-Untereinheiten findet (Pan et al.,
2006; Cooper, 2011; Gasser et al., 2012). Shah et al. (2008) haben die Bedeutung die-
ser axonalen Lokalisation von K,7-Untereinheiten fur die zellulare Erregbarkeit unter-
sucht. Mit Hilfe elektrophysiologischer Techniken und intrazellularer Gabe eines Ankyrin
G-Bindungspeptids (Q2-ABP), welches durch kompetitive Bindung an Ankyrin G selektiv
die axonale Lokalisation von K,7-Untereinheiten beeintrachtigt, konnte gezeigt werden,
dass eine Dissoziation der Kanale von der axonalen Membran zu einer Depolarisation
der Nervenzelle, erniedrigtem Aktionspotenzial-Schwellenwert und erhoéhter Erregbarkeit
mit vermehrtem Aktionspotenzial-Feuern fuhrt. Die M-Typ Kaliumstrom-Amplitude wurde
hierdurch nicht verandert. Ferner blieben die Amplitude, die halbe Breite oder die An-
stiegszeit des Aktionspotenzials unverandert, was nahelegt, dass Natrium- und Kalium-
kanale, die in der Aktionspotenzial-Repolarisation involviert sind, nicht durch das Q2-
ABP beeintrachtigt wurden. Um mogliche Auswirkungen einer chronischen Expression
dieses Ankyrin G-Bindungspeptids und die Signifikanz einer axonalen Dislokation der
K\7-Untereinheiten auf Ingp und Iy zu untersuchen, wurde ein Mausmodell (Q2-ABP-
Modell) konstruiert, in dem das Q2-ABP mit der Aminosauresequenz YIAEGESDTD
unter der Kontrolle des CaMKIla-Promoters in neuronalen Zellen exprimiert wird. Zur
Darstellung der transgenexprimierenden Zellen mittels Epifluoreszenz wurde zusatzlich
das Grun-fluoreszierende Protein (GFP) an das Q2-ABP gekoppelt. Obwohl die CaMK-
lla physiologisch in CA1-Pyramidenzellen exprimiert wird (Lisman et al., 2012), zeigten
sich in adulten transgenen Mausen lediglich GFP-positive subikulare Pyramidenzellen
(s. Abb. 11, C). Da aber Erkenntnisse, die die Abhangigkeit von Inap/ly von der axonalen
K7-Lokalisation betreffen, durch Untersuchung von subikularen Zellen auch auf CA1-

Pyramidenzellen Ubertragbar sein sollten, wurden nun diese Zellen mittels sequen-
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ziellem Ingp/Iw-Protokoll untersucht. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unter-
schiede in der GrofRRe des persistierenden Natrium- und M-Typ Kaliumstroms zwischen
der Q2-ABP-exprimierenden und der Kontrollgruppe (s. Abb. 11, A und B). Zusatzlich
wurde das Feuerverhalten im Whole-cell current-clamp-Modus gemessen. Dabei zeigte
sich ein signifikant erniedrigter Membranwiderstand in der transgenen Gruppe bei unver-
anderter Zellkapazitat (t-Test: p<0,01; s. Abb. 12, B). Diese Veranderung in den pas-
siven Eigenschaften der transgenen Gruppe war begleitet von einer moderaten, aber
signifikanten Veranderung des Aktionspotenzialschwellenwertes zu positiveren Mem-
branspannungen (t-Test: p=0,001). Die Amplitude der aktiven Aktionspotenzialnach-
depolarisation war zwischen beiden Gruppen nicht unterschiedlich (s. Abb. 12, A, C und
D). Des Weiteren zeigte sich bei der Untersuchung des repetitiven Feuerverhaltens
durch wiederholte 500 ms lange Strominjektionen eine Erniedrigung der Feuerrate
(Gain) in den Q2-ABP“-Mausen (s. Abb. 13 A und B). Die Adaptation der Aktions-
potenzialfrequenz wahrend der langen Strominjektion blieb hingegen unverandert (s.
Abb. 13, C). Obwohl Inap und Iy unverandert bleiben, hat also die chronische Expression
eines Ankyrin G-Bindungspeptids, welches K,7-Kanale vom Axoninitialsegment
verdrangen soll, unterschiedliche Veranderungen im Feuerverhalten zur Folge. Diese

fuhren in der Summe zu einer verminderten Erregbarkeit subikularer Pyramidenzellen.
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Abb. 11: Unveranderter Iyap und Iy in Q2-ABP-exprimierenden Mausen

(A) zeigt reprasentative Messungen von Inap und Iy in Kontroll- und Q2-ABP-exprimie-
renden Mausen. (B) Die Leitfahigkeit von Ingp und Iy blieben unverandert (n=12; 18). In

(C) ist die Fluoreszenz einer GFP-positiven subikularen Pyramidenzelle dargestellt.
Werte als Mittelwerte +SEM.
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Abb. 12: Aktionspotenziale in Q2-ABP- und Q2-ABP"-Mausen

(A1) zeigt reprasentative Messungen eines Aktionspotenzials in einer Q2-ABP®- bzw.
Q2-ABP"-Zelle. In (Ay) sind die Aktionspotenzialschwellen der Messungen aus (A+) ver-
groRert und (berlagert dargestellt. Der Membranwiderstand war in der Q2-ABPY9-Gruppe
signifikant erniedrigt (t-Test: p<0,01), wogegen die Zellkapazitat unverandert blieb (B). In
(C) ist die aktive AP-Nachdepolarisation als Balkendiagramm gezeigt. (D) zeigt die sig-
nifikant depolarisiertere AP-Schwelle in der Q2-ABPY-Gruppe (t-Test: p=0,001). Werte
als Mittelwerte +SEM; n=15; 14.
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Abb. 13: Repetitives Feuerverhalten in Q2-ABP®- und Q2-ABPY-Mausen

(A) Feuerverhalten einer reprasentativen Q2-ABP®- bzw. Q2-ABPY-Zelle, ausgeldst
durch verschieden starke 500 ms lange Strominjektion. Bei diesen langen Strominjek-
tionen fand sich eine verminderte Anzahl von Aktionspotenzialen pro Strominjektion in
der Q2-ABPY-Gruppe (t-Test: *=p<0,05) (B). Die Akkomodation der Aktionspotenzial-
frequenz blieb unverandert (C). Werte als Mittelwerte +tSEM; n=15; 14.
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Tab. 2: Es sind die passiven Zelleigenschaften (Membranwiderstand und Zellkapazitat)
der verwendeten Tiermodellen aufgeflihrt. Des Weiteren findet sich ein statistischer Ver-

gleich dieser Eigenschaften zwischen den jeweiligen Tiergruppen.

Modell Membranwiderstand t-Test Zellkapazitat t-Test
(in MOhm) *SEM (in pF) £SEM

Scn8a™ wt 190,7+19,95; n=9 p=0,2 wt 105,5+11,20; n=9 p=0,27

(Voltage-clamp) med 230,7+22,03; n=11 med 92,78+4,61; n= 11

Scn8a™’ wt 48,64+3,99; n=9 p=0,39 wt 168,1+£19; n=9 p=0,67

(Scharfe Mikro-  med 56,6+10,37; n=5 med 155,3+16,61; n=5

elektroden)

P-M2/1 ct 170,2+10,65; n=16 p=0,04 ct 123+6,87; n=16 p=0,14

(Voltage-clamp) tg 228,1+£36,75; n=16 tg 147,549,15; n=16

Kcng2"™ ct 192,5+12,57; n=13 p=0,08 ct 131,4+10,23; n=13 p=0,57

(Voltage-clamp)  flox 165,6+7,28; n=13 flox 139,9£10,73; n=13

Kcng2™* ct 192,3+12,14; n=11 p=0,51 ct 109,5+£13,71; n=11 p=0,39

(Current-clamp)  flox 208,8+21,16; n=11 flox 125,6+£12,36; n=11

NMF134™" - - ct 34,31+£1,34; n=13 p=0,68

(Voltage-clamp) mut 35,42+2,4; n=12

Scn1b juvenil ct 227,7+14,3; n=11 p=0,09 ¢t 103,6+4,92; n=11 p=0,77

(Voltage-clamp)  null 271,2+21,06; n=10 null 101,3+5,92; n=10

Scn1b adult ct 190,7+8,37; n=14 p=0,22 ct 120,2+9,65; n=14 p=0,98

(Voltage-clamp)  +/- 213+£15,8; n=14 +/-120+8,23; n=14

Q2-ABP ct 172,5+£23,27; n=12 p=0,07 ct 144,6+£15,15; n=12 p=0,99

(Voltage-clamp) tg 131,11£9,5; n=18 tg 144,9+7,72; n=18

Q2-ABP ct 125,8+8,55; n=15 p=0,01 ct 206,4+18,99; n=15 p=0,84

(Current-clamp)

tg 92,42+6,84; n=14

tg 211,6+14,95; n=14
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4. Diskussion

4.1 Positive Korrelation von Iy.p und Iy in hippokampalen CA1-Pyramidenzellen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der persistierende Natrium- und
der M-Typ Kaliumstrom in hippokampalen CA1-Pyramidenzellen zueinander positiv
korrelieren. Die sequenzielle Messung wurde durch ein Whole-cell voltage-clamp-
Protokoll ermoglicht, mit dem beide Stréme bei ausreichend guter Spannungsklemme in
derselben Zelle gemessen werden konnten. Im Folgenden soll diskutiert werden, dass
Korrelationen von lonenstromen ein entscheidendes Merkmal in Nervenzellen bio-

logischer Systeme sind und der Homoostase von Feuerverhalten dienen.

Eine Vielzahl von Studien, die sich mit dieser Thematik beschaftigen, wurde im
experimentellen System des stomatogastrischen Ganglions (STG) von Krebstieren
durchgefuhrt. Das stomatogastrische Ganglion besteht aus 25 bis 30 Neuronen, die sich
in unterschiedliche Nervenzellklassen, wie zum Beispiel das Pyloric dilator (PD)-Neuron,
unterteilen und zusammen als Rhythmusgenerator die Verdauungsmotorik im Vorder-
darm koordinieren (Temporal et al., 2012). In einer frihen Studie konnten MacLean et
al. (2003) im STG des Hummers Panulirus interruptus durch Uberexpressions-
experimente zeigen, dass eine Korrelation zwischen dem transienten A-Typ Kalium-
strom (la) und dem durch Hyperpolarisation-aktiverbaren Einwartsstrom (l;,) besteht.
Eine Injektion von shal-RNA in den Zellkorper des PD-Neurons, um einen Anstieg von |a
zu induzieren, wurde durch einen gleichsinnigen Anstieg von I, begleitet und es kam zu
keiner signifikanten Anderung im Feuerverhalten. In einem weiteren Experiment konnte
gezeigt werden, dass dieser Regulationsmechanismus aktivitatsunabhangig
funktionierte. Nach Injektion einer mutierten, nicht funktionellen shal-RNA, die zu keinem
Ia-Anstieg fuhrte, kam es weiter zu einem Anstieg von I, im PD-Neuron, welches nun ein
verandertes Feuerverhalten zeigte. Die Autoren folgerten, dass zwischen beiden
Stromen ein aktivitatsunabhangiger Regulationsmechanismus existieren musse. Als
mdglicher Mechanismus wurde eine Ko-Translation der RNA beider Kanale, zum
Beispiel in RNA-Granula, diskutiert.

Schulz et al. (2007) untersuchten mit Hilfe von Single-cell quantitative PCR die

Expressionsprofile von sechs verschiedenen lonenkanal-Genen (vier Kaliumstrome, ein
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Natriumstrom und ein durch Hyperpolarisation-aktivierbarer Einwartsstrom) in sechs
verschiedenen Nervenzellklassen (Pyloric dilator (PD)-, Lateral posterior gastric (LPG)-,
Lateral pyloric (LP)-, Inferior cardiac (IC)-, Lateral gastric (LG)- und Gastric mill (GM)-
Neuron) des stomatogastrischen Ganglions. Sie verglichen die Expressionslevel
(mRNA-Level) der einzelnen Kanal-Gene innerhalb eines Zelltyps und zwischen den
Zelltypen und fanden, dass unterschiedliche Satze korrelierender Genexpression in den
einzelnen Nervenzellklassen existieren. Es zeigten sich nicht nur qualitative — die
Existenz einer Korrelation betreffende —, sondern auch quantitative — die Steigung der
Regressionsgeraden dieser Korrelationen betreffende — Unterschiede zwischen den
einzelnen Nervenzellklassen. Die Autoren diskutierten, dass im adulten Nervensystem
das Feuerverhalten der einzelnen Nervenzellklassen durch charakteristische Satze
korrelierender lonenstrome bestimmt wird. Es wurde als Mechanismus eine
transkriptionale Ko-Regulation bestimmter Gene durch zelltypspezifische Mechanismen

postuliert.

Uber welche Mechanismen korrelierende mRNA- und Proteinexpression erreicht wird,
ist nur zum Teil verstanden. Prinzipiell kamen verschiedene Ebenen, wie Ko-
Transkription von Kanal-Genen, die Interaktion von unterschiedlichen Kanaltypen,
ahnlich der Assemblierung von Kanaluntereinheiten, Coftrafficking von Kanalen in die
Plasmamembran, oder auch Ko-Assemblierung von lonenkanalen in Makromolekul-

komplexe, in Frage (Khorkova und Golowasch, 2007; Temporal et al., 2012).

O'Leary et al. (2013) konnten in einer Arbeit mit Hilfe von computersimulierten Modell-
neuronen zeigen, dass Korrelationen in lonenstromen durch homdoostatische Kontroll-
mechanismen entstehen. Sie koppelten die Expressionsrate verschiedener lonenkanale
an ein intrazelluldres Ca®*-Signal, welches den Aktivititssollwert widerspiegelte. Auf
diese Weise entstanden, abhangig davon, wie sie die Expressionsraten der einzelnen
Kanale veranderten, unterschiedliche lonenkanalkorrelationen. Die Autoren argumen-
tierten, dass in ihrem Modell die verschiedenen Korrelationen im Rahmen einer
homdoostatischen Regulation entstehen. Unterschiedliche Regulationsdynamiken der
einzelnen lonenstrome fuhren dabei zu Variabilitdt mit unterschiedlichen Korrelationen.
Weiter konnte in dieser Simulation gezeigt werden, dass die gefundene homdostatische
Regulation robust ist. Da Redundanz in der Funktion vieler lonenstrome existiert und
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somit andere lonenstrome Abweichungen kompensieren konnen, konnten einzelne
lonenstrome sogar abweichend vom Aktivitatssollwert ,antihomdostatisch” reguliert

werden, ohne dass dies Auswirkung auf das Feuerverhalten hatte.

Es bestehen also Hinweise auf Mechanismen, die erklaren, dass trotz Variabilitat in der
Ausstattung von Nervenzellen mit lonenstromen ein korrektes funktionelles Verhalten
durch koordinierte Regulation von lonenstromen erreicht werden kann (Schulz et al.,
2006, Ball et al., 2010). In Hinblick auf die vorliegende Studie, lage nun die Vermutung
nahe, dass die gefundene Korrelation von Inap und Iy auch durch eine Ko-Regulation der
Expression auf der Transkriptionsebene oder durch posttranslationale Mechanismen
zustande kommt und der Homdostase dient. Dies wird durch die Bedeutung beider
Strome fur das Feuerverhalten gestutzt (Golomb et al., 2006). AuRerdem findet sich eine
Ko-Lokalisation der Kanaluntereinheiten beider Strome am Axoninitialsegment, was
uber eine ,einfache” Ko-Expression hinaus weitere Moglichkeiten der Regulation
eroffnen konnte. Um einen Einblick in diese vermuteten Regulationsmechanismen zu
erhalten, wurden in der vorliegenden Studie beide Strome in verschiedenen genetisch
veranderten Mausmodellen untersucht. Dabei wurde jeweils einer der beiden Strome
artifiziell reduziert, um dann zu untersuchen, ob dies zu einer Anderung in der GroRe
des jeweils anderen fuhrt. Zusatzlich wurde untersucht, ob akzessorische Kanalunter-
einheiten und die Lokalisation am Axoninitialsegment flr die Grole beider Strome von

Bedeutung sind. Die Ergebnisse sollen weiter unten diskutiert werden.

4.2 Reduktion von ly im Scn8a™?-Modell

Es konnte in unterschiedlichen Nervenzelltypen, wie zum Beispiel zerebellaren Purkinje-
zellen, retinalen Ganglionzellen, mesenzephalen Trigeminuszellen, Nervenzellen im
subthalamischen Nukleus oder hippokampalen CA1-Neuronen, gezeigt werden, dass
die med-Mutation und andere Null-Mutationen des Scn8a-Gens zu einer verminderten
neuronalen Erregbarkeit fuhren (Raman et al.,, 1997; Do und Bean, 2004; Wart und
Matthews, 2006; Enomoto et al., 2007; Royeck et al., 2008). Diese verminderte Erreg-
barkeit, in CA1-Pyramidenzellen ausgelost durch eine Reduktion des persistierenden
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Natriumstroms um etwa 40 %, war in der vorliegenden Arbeit von einer Reduktion im Iy

begleitet. Dieser Befund kann unterschiedlich interpretiert werden.

Einerseits kdnnte der Verlust der Na,1.6-Untereinheit, im Sinne einer Ko-Regulation, zu
einer spezifischen Herunterregulation von |y geflihrt haben. Auf der anderen Seite
konnte diese Minderung im Iy durch mehrere unspezifische Mechanismen zustande
gekommen sein. So konnte beispielsweise allein eine verminderte Erregbarkeit der
Nervenzellen, unabhangig davon, wie diese zustande gekommen ist, zu einer
Herunterregulation des Iy fuhren. Denkbar ware auch, dass ein Verlust von Iyap bzw.
eine Untererregbarkeit der Nervenzelle eine Vielzahl von Stromen, wie zum Beispiel
Kaliumstrome, beeinflusst, und darunter dann eben auch den hier gemessenen M-Typ
Kaliumstrom. Interessanterweise kommt verkomplizierend hinzu, dass ein kompletter
Verlust der Natriumkanaluntereinheit Na,1.6 nicht zu einem kompletten Verlust von Inzp,
sondern nur zu einer 40 % Reduktion fuhrt. Dies zeigt zum einen, dass schon ein
geringer Verlust von Inap Effekte auf den Iy hat. Andererseits ist die Na,1.6-Untereinheit
also nicht die einzige Natriumkanaluntereinheit, die einen persistierenden Natriumstrom
generiert, und so bleibt unklar, ob der Verlust der Na,1.6-Unterheit per se oder die
Reduktion im Ingp fur die beschriebenen Effekte verantwortlich ist. Diese erste
Erklarungsmoglichkeit konnte man ein stochiometrisches Modell nennen, in dem die
Nervenzelle bestrebt ist, ein gleichbleibendes Verhaltnis von Na,1.6- zu K,7-Kanalen am
AIS zu erhalten. Die andere Mdglichkeit entsprache mehr einem aktivitatsabhangigem
Modell, in dem ein verminderter Aktivitatswert eine Herunterregulation des M-Typ
Kaliumstroms initiiert. In einem weiteren Erklarungsansatz konnten Na,1.6- und K,7-
Untereinheiten in einem Makromolekllkomplex am AIS existieren, und der Verlust von

Na,1.6 kénnte somit eine K,7-Verminderung nach sich ziehen.

Der Vergleich mit einer anderen Studie zeigt, dass ein zelltypspezifischer Kom-
pensationsmechanismus des Na,1.6-Verlustes existiert. So untersuchten Swensen und

Bean (2005) Purkinjezellen im Kleinhirn von Na,1.6-defizienten (Scn8a™?

) Mausen. Sie
fanden, dass sich das Bursting-Feuerverhalten von Na,1.6-defizienten Mausen nur
wenig von dem der Kontrolltiere unterschied und dass hierfur eine kompensatorische
Hochregulation von T- und P-Typ Kalziumstromen bei verminderten Inap verantwortlich

ist. Ein solcher Kompensationsmechanismus konnte in CA1-Pyramidenzellen des
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Hippokampus nicht gefunden werden. Royeck et al. (2008) konnten keinen Unterschied
im T-Typ Kalziumstrom zwischen Na,1.6-defizienten und Kontrolltieren finden. Wie die
vorliegende Arbeit zeigen konnte, fuhrt ein Na,1.6-Verlust in CA1-Pyramidenzellen
demgegenuber zu einer M-Typ Kaliumstromreduktion. Somit Ilasst sich auch
argumentieren, dass eben keine, wie oben erwahnt, unspezifische Kompensationen als
Konsequenz des Na,1.6-Verlustes stattfinden. Es existieren vielmehr zelltypspezifische
Kompensationsmechanismen, welche in Purkinjezellen Uber eine Hochregulation von
Einwartsstromen und in CA1-Pyramidenzellen Uber eine Herunterregulation von
Auswartsstromen Aspekte des Feuerverhaltens konstant halten. Im Einklang hierzu fand
eine weitere Studie, dass ein Na,1.6-Verlust in der med’-Scn8a-Mauslinie in retinalen
Ganglienzellen durch eine Hochregulation von Na,1.1- und Na,1.2-Untereinheiten in
Axoninitialsegmenten und Ranvierschen Schnurringen kompensiert wird. Hingegen fand
sich in derselben Mauslinie im Axoninitialsegment von Purkinjezellen des Kleinhirns
lediglich eine Hochregulation von Na,1.1-Untereinheiten, und im zerebralen Kortex und
im Hippokampus konnten die Autoren in Immunfluoreszenz-Farbungen eine Hoch-
regulation von Nay1.2-, nicht aber von Na,1.1-Untereinheiten entdecken (Wart und
Matthews, 2006).

Die Reduktion von Iy in CA1-Pyramidenzellen scheint nicht auf Transkriptionsebene
stattzufinden, da sich die Expression von K,7-Untereinheiten auf mRNA-Ebene
zwischen beiden Tiergruppen nicht unterschied. Wie oben bereits erwahnt, existiert
posttranskriptional eine Vielzahl von Mechanismen, die zu einer Stromreduktion fihren
konnten. Um weiter zu untersuchen, ob es Uberhaupt zu einer Reduktion der K,7-Unter-
einheiten am Axoninitialsegment kommt oder ob Modifikationen der Kanalproteine, wie
zum Beispiel durch Phosphorylierung, fur die Stromreduktion verantwortlich sind, waren

semiquantitative immunhistochemische Farbungen notig.

Der Befund, dass Na,1.6-Verlust und M-Typ Kaliumstrome miteinander verknupft sind,
ist unabhangig von der Kenntnis der genaueren Mechanismen interessant. So ist das
Axoninitialsegment in der juvenilen Entwicklung einem vielseitigen Umbau unterlegen.
Sowohl die Natriumkanaluntereinheit Na,1.6 als auch die K,7-Untereinheiten werden
postnatal hochreguliert. So konnte gezeigt werden, dass das Scn8a-Transkript postnatal
ansteigt (Garcia et al., 1998; Boiko et al., 2001; Wart und Matthews, 2006a; Liao et al.,
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2010). Ein vergleichbarer Anstieg findet sich im Hippokampus in der Immunreaktivitat
von K,7.2- und K,7.3-Untereinheiten in den ersten drei Wochen postnatal (Weber et al.,
2006; Geiger et al.,, 2006). Es scheint also moglich, dass fur eine reibungslose
neuronale Funktion und postnatale Entwicklung das Verhaltnis dieser beiden Strome
entscheidend ist. Verringerungen um 25 % im M-Typ Kaliumstrom sind dabei in dieser
kritischen postnatalen Episoden schon ausreichend, um neonatale Epilepsieformen, wie

die Benign familial neonatal convulsions, auszuldsen (Schroeder et al., 1998).

4.3 Inap in den verschiedenen Mausmodellen zur Iy-Reduktion (P-M2/1-Modell,
Kcng2™*-Modell, NMF134™-Modell)

Die Diskussion soll sich im Folgenden auf das P-M2/1- und das Kcng2™*-Modell
konzentrieren. Das NMF134™/-Modell, in welchem keine Iy-Reduktion gefunden werden

konnte, soll nicht weiter besprochen werden.

Es wurde in dieser Studie angenommen, dass ein wesentlicher Unterschied im P-M2/1-
und im KCNQ2™*-Modell in der Anzahl der K,7.2-Kanale am Axoninitialsegment besteht.
Im KCNQ2™*Modell sollte deren Anzahl durch Genverlust reduziert sein, im P-M2/1-
Modell sollte hingegen deren Anzahl unverandert sein, da die dominant-negativen K,7.2-
Untereinheiten unverandert zum Axoninitialsegment transportiert werden sollten.
Allerdings wurden in der vorliegenden Arbeit keine immunhistochemischen Farbungen
durchgefuhrt, um diese Hypothese zu Uberprifen.

Nach dieser einschrankenden Vorbemerkung ist festzustellen, dass weder im P-M2/1-

noch im Kcng2™*

-Modell bei reduziertem Iy eine Reduktion im Iy.p gefunden werden
konnte. Im Kcng2™-Modell fand sich sogar eine VergréRerung des Iyap. Diese Befunde
scheinen gegen die Hypothese einer aktivitatsabhangigen Homodostase zu sprechen.
Allerdings bestunde die MOoglichkeit, dass Ingp nicht in dem MalRe wie ly aktivitats-
abhangig reguliert wird. Es ware auch zu erwagen, dass nur eine Veranderung in der
Na,1.6-Untereinheit bzw. im Inp als dominantes Element in der Verbindung dieser
Strome eine Veranderung im Iy nach sich zieht, wogegen eine Reduktion im Iy wie in
den genannten Modellen keine Reduktion im Iyap verursacht. Es wurde sich dann um

eine unidirektionale Ko-Regulation dieser Stréme handeln. Im Kcng2™-Modell bei
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verminderten K,7.2-Untereinheiten fand sich sogar eine VergroRerung des Inap, Was
gegebenenfalls durch ein vermehrtes ,Platzangebot” an Bindungsstellen fur Na,1.6-
Untereinheiten am AIS zu erklaren ware. Dieser Erklarungsansatz wirde zu einer
weiteren Hypothese fuhren, die man als ,Verfugbarkeits™-Hypothese bezeichnen kdnnte.

2" _Modell zu einer Anderung in der

Um Klarheit daruber zu erlangen, ob es im Kcnq
Anzahl von Nav1.6-Kanalen oder ,lediglich” zu einer Vergrélierung von Inap durch Kanal-
modifkationen kommt, bedurfte es weiterer Untersuchungen mit anderen Methoden wie

Immunhistochemie und Expressionsuntersuchungen.

Die Hochregulation des persistierenden Natriumstroms im Kcnq2f’°X-ModeII konnte aber
auch durch andere plastische Vorgange zustande kommen, welche sich auch im
Pilocarpin-Modell der Temporallappenepilepsie finden. In diesem Epilepsiemodell
kommt es nach einem pharmakologisch induzierten Status epilepticus zu plastischen
Vorgangen, die letztlich zu einer chronischen Epilepsie mit Ammonshornsklerose fuhren.
In diesem Modell konnte neben anderen plastischen Veranderungen auch eine Hoch-
regulation von Ingp gefunden werden (Chen et al., 2011). So kdnnten also durch den

verminderten M-Typ Kaliumstrom im Kcng2™*

-Modell epilepsietypische plastische
Vorgange angestoflen werden. Die Hochregulation des Inap entsprache dann einem
fruhen Stadium in der Entwicklung einer Epilepsie, da die vermehrte Erregbarkeit sich in
dieser Tiergruppe oft nur durch abnormales Verhalten mit auffaligem Elektrokortiko-

gramm und nicht durch schwerwiegende epileptische Anfalle dul3ert.

4.4 Verlust der akzessorischen R1-Kanaluntereinheit und dessen Auswirkungen
auf Iyap und Iy (Scn1b-Modell)

Wie oben erwahnt, bestehen Natriumkanale zusatzlich zu den porenformenden, lonen-
leitenden a-Untereinheiten aus weiteren akzessorischen [B-Untereinheiten, die unter-
schiedliche Aufgaben wie Modulation der Spannungsabhangigkeit und Kinetik der
Kanaloffnung Ubernehmen. Den B1-Untereinheiten werden als Teil der Immunglobulin-
Superfamilie der Zelladhasionsmolekule noch dartber hinausgehende Aufgaben zuge-
schrieben. Fir eine ausfihrliche Ubersicht siehe Brackenbury und Isom (2011). In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell verwendet, welches homozygot-defizient fur

die akzessorische R1-Untereinheit ist. Hierdurch sollte untersucht werden, ob dieses
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Molekul, dem in vorangegangen Studien so viele unterschiedliche Funktionen zuge-
schrieben werden konnten, auch eine Funktion in der Regulation von Ingp und |y Uber-
nimmt. Funktionell sind 31-homozygot-defiziente Mause ataktisch und zeigen spontane
generalisierte Anfalle und eine verfruhte Letalitat (Chen et al., 2004). Die Veranderung
der Erregbarkeit wird von einem morphologischen Korrelat begleitet. Dieses spiegelt
sich in einer Modifikation der Anatomie in unterschiedlichen Regionen des Gehirns wie
dem kortikospinalen Trakt, dem Kleinhirn und dem Hippokampus wider. Des Weiteren
finden sich Veranderungen in der Lokalisation von Axonen, der Ausrichtung von
Nervenzellen und in der Proliferation und Migration von Vorlauferzellen (Brackenbury et
al., 2008; Brackenbury et al., 2013).

In einer friheren Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein Verlust der 31-Untereinheit zu
einem Verlust der Na,1.6-Untereinheit in Kornerzellen und Purkinjezellen des Kleinhirns
fuhrt. Die Autoren diskutierten, dass zwischen 31 und Na,1.6 eine reziproke Beziehung
herrscht, sie in einer Art Makromolekulkomplex agieren und diese Interaktion speziell in
der postnatalen Entwicklung fur die Lokalisation von Na,1.6 am AIS und dem Neuriten-
wachstum von Bedeutung ist (Brackenbury et al., 2010). Ob dies allerdings auch fur
hippokampale CA1-Pyramidenzellen gilt, konnte bisher noch nicht gezeigt werden. So
konnte in einer frGheren Arbeit derselben Arbeitsgruppe keine Reduktion der Na,1.6-
Untereinheit in CA1-Pyramidenzellen des Hippokampus und an Ranvierschen Schnur-
ringen des N. opticus in 31-defizienten Mausen gefunden werden (Chen et al., 2004). Es
zeigten sich vielmehr Veranderungen in der Expression von Na,1.1 und Na,1.3. Eine
andere Studie, die ein Mausmodell mit punktmutierter C121W-1-Form benutzte, um
eine genetische Epilepsieform mit febrilen Anfallen zu untersuchen, fand einen Verlust
dieser R1-Untereinheit am Axoninitialsegment von CA1-Pyramidenzellen. Auch hier
konnten in immunhistochemischen Farbungen gegen verschiedene Natriumkanal-
untereinheiten keine Verminderungen von Natriumkanalen am AIS gefunden werden
(Wimmer et al., 2010).

Diese Unterschiede zwischen den einzelnen Studien lassen sich gegebenenfalls durch
die unterschiedlichen Tiermodelle oder durch Unterschiede im Transport von Na,1.6-

Untereinheiten und unterschiedliche Kompensationsmechanismen in den verschiedenen
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Zelltypen erklaren. Ebenso ist es denkbar, dass Unterschiede in den Immunhisto-

chemie-Protokollen flur diese sich widersprechenden Ergebnisse verantwortlich sind.

Ein Einfluss der R1-Untereinheit auf Ingp und Iy konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
gefunden werden. Hinsichtlich des persistierenden Natriumstroms bestatigte dieses
Ergebnis frihere Arbeiten an dissoziierten Nervenzellen (Chen et al., 2004; Uebachs et
al., 2010; Brackenbury et al., 2010). Allerdings lassen sich auch diese Ergebnisse der
elektrophysiologischen Inap/lvi-Messung ohne erganzende immunhistochemische Unter-
suchung hinsichtlich der Frage eines Na,1.6-Untereinheitenverlustes am AIS in CA1-
Pyramidenzellen nicht zufriedenstellend interpretieren. Sicher scheint, dass ein R1-
Untereinheitenverlust auch in Messungen von intakten CA1-Pyramidenzellen in akuten
Hirnschnitten zu keiner Veranderung des persistierenden Natriumstroms fuhrt. Es bleibt
vorerst unklar, ob dieser persistierende Natriumstrom weiter mit Hilfe von Na,1.6-Unter-
einheiten generiert wird. Falls in Scn1b-null-Mausen keine oder weniger Na,1.6-Unter-
einheiten am AIS von CA1-Pyramidenzellen lokalisiert sind, missten andere und in ihrer
Kinetik veranderte Natriumkanaluntereinheiten vermehrt Inap erzeugen. Auch fir den
unveranderten M-Typ Kaliumstrom lassen sich mehrere, bereits weiter oben genannte
Erklarungsansatze finden, die sich mit einer Na,1.6-spezifischen immunhistochemischen
Farbung weiter Uberprufen lielen. So konnte Iy unverandert bleiben, da die Na,1.6-
Untereinheiten in ihrer Anzahl unverandert sind (Stéchiometrisches Modell) oder, einen
Na,1.6-Verlust vorausgesetzt, weil der persistierende Natriumstrom unverandert ist

(Aktivitatsabhangiges Modell).

4.5 Bedeutung der axonalen Lokalisation der K,7.2-Untereinheit fiir In.p und Iy (Q2-
ABP-Modell)

Mit dem Q2-ABP-Modell sollte der Einfluss einer chronischen Verdrangung (Dislokation)
der K,7-Kanale durch ein Ankyrin-bindendes Peptid (Q2-ABP) auf den persistierenden
Natriumstrom, den M-Typ Kaliumstrom und schlieRlich auch auf das Feuerverhalten
untersucht werden. Wie oben bereits erwahnt, fand die Untersuchung wegen eines
subikularen Expressionsmusters des Transgens in subikularen Pyramidenzellen statt.
Shah et al. (2008) haben bereits in einer friheren Arbeit den Einfluss einer akuten Dis-

lokation von K,7-Untereinheiten auf das Feuerverhalten in CA1-Pyramidenzellen unter-
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sucht. Hierbei zeigte sich, dass eine Dissoziation der Kanale von der axonalen Membran
zu einer Depolarisation der Nervenzelle, einem erniedrigten Aktionspotenzial-Schwellen-
wert und einer erhohten Erregbarkeit mit vermehrtem Aktionspotenzial-Feuern fuhrt. Die
somatisch gemessene M-Typ Kaliumstrom-Amplitude wurde nicht beeinflusst. Ferner
zeigten sich die Amplitude, die halbe Breite oder die Anstiegszeit des Aktionspotenzials
unverandert. Dies wurde von den Autoren als Hinweis gewertet, dass Natrium- und
Kaliumstrome, die in der Aktionspotenzial-Repolarisation involviert sind, durch das Q2-
ABP nicht beeintrachtigt wurden.

Vorausgesetzt, dass sich subikulare Pyramidenzellen wie CA1-Pyramidenzellen hin-
sichtlich der Regulation von Inap und Iy verhalten, konnten in der vorliegenden Studie
folgende Unterschiede zu Shah et al. (2008) gefunden werden. Es zeigte sich, dass bei
chronischer transgener Expression des Q2-ABP, im Unterschied zu einer akuten, die
Nervenzellen eher weniger erregbar waren. Der persistierende Natrium- und M-Typ
Kaliumstrom zeigten keine Unterschiede zwischen der transgenen und der Kontroll-
gruppe. Dies wurde auch von Shah et al. (2008) hinsichtlich des M-Typ Kaliumstroms
berichtet, wohingegen der persistierende Natriumstrom nicht untersucht wurde.
Allerdings zeigte sich ein signifikant erniedrigter Membranwiderstand in der transgenen
Gruppe; dieser war bei Shah et al. (2008) erhoht. Das Ruhemembranpotenzial war im
Gegensatz zu Shah et al. (2008), wo es depolarisierter war, unverandert. Diese Ver-
anderung in den passiven Eigenschaften der transgenen Gruppe waren begleitet von
einer moderaten, aber signifikanten Veranderung des Aktionspotenzialschwellenwertes
zu positiveren Membranspannungen, dieses war bei Shah et al. (2008) erniedrigt. Die
Amplitude der aktiven Aktionspotenzialnachdepolarisation war wie bei Shah et al. (2008)
zwischen beiden Gruppen nicht unterschiedlich. Des Weiteren zeigte sich bei der Unter-
suchung des repetitiven Feuerverhaltens durch wiederholte 500 ms lange Strom-
injektionen eine Erniedrigung der Feuerrate (Gain) in den Q2-ABP"-Méausen,

wohingegen die Nervenzellen bei Shah et al. (2008) vermehrt feuerten.

Obwohl also Inap und Iy unverandert blieben, hatte die chronische Expression eines
Ankyrin G-Bindungspeptids, welches K,7-Kandle vom Axoninitialsegment verdrangen
soll, im Gegensatz zur akuten Applikation mit Hilfe einer Patch clamp-Pipette eine

Verminderung der zellularen Erregbarkeit zur Folge. Diese Unterschiede zwischen Shah
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et al. (2008) und der hier vorliegenden Studie lassen sich mdglicherweise durch die
unterschiedlichen untersuchten Zelltypen erklaren. Andererseits kdnnte eine chronische
Applikation des Peptids auch Kompensationsmechanismen auslésen, die zur Abnahme
der Erregbarkeit fiihren. Zuletzt besteht die Mdglichkeit, dass die langere Uber-
produktion des Transgens auch zu einer unspezifischen Verdrangung von Natrium-
kanalen fuhrt, die ein sich von den K,7-Untereinheiten nur in wenigen Aminosauren
unterscheidendes analoges Ankyrin G-Bindungsmotiv besitzen (Cooper, 2011). Auch
hier lieBe sich mit immunhistochemischen Farbungen gegebenenfalls mehr Klarheit

bezlglich der Mechanismen schaffen.

Interessanterweise liel3 sich bei Shah et al. (2008) trotz elektrophysiologischen Phano-
typs die postulierte Verdrangung von K,7.2 und K,7.3-Untereinheiten durch das Q2-ABP
vom Axoninitialsegment nicht in immunhistochemischen Farbungen darstellen. Die
Autoren diskutierten, dass dies moglicherweise an einer eingeschrankten Diffusions-
kapazitat von Kanalen am dichtgepackten Axoninitialsegment liegen konnte. Weiter
konnte das Q2-ABP eine lokale Reorganisation der Kanale von der Membran nach intra-
zellular induzieren. Dies lielde sich in Antikdrperfarbungen nicht darstellen, da erstens
nur Antikorper gegen intrazellulare Domanen verwendet wurden und auf’erdem der
schmale Durchmesser des AIS (~1 ym) die Differenzierung mittels konfokaler Mikro-

skopie zwischen zytoplasmatischer und Membranfluoreszenz erschwert.

4.6 Ausblick

Die vorliegende Studie konnte eine Korrelation zwischen dem persistierenden Natrium-
strom und dem M-Typ Kaliumstrom finden. Solche Korrelationen zwischen lonen-
stromen sind zellspezifisch und dienen der Homdostase. Es ware sicherlich interessant,
weiter zu untersuchen, ob eine Korrelation zwischen Inap und Iy auch in anderen
Zelltypen des Nervensystems zu finden ist. Untersuchungen waren insbesondere in
Zelltypen lehrreich, welche ein von CA1-Pyramidenzellen abweichendes Feuerverhalten
zeigen. Dieses findet sich zum Beispiel in subikuldaren Neuronen des Hippokampus. In
dieser Region finden sich vermehrt Zellen, welche ein Bursting-Feuerverhalten zeigen

(Jarsky, 2008). In diesen Zellen liele sich gegebenenfalls keine Korrelation finden. Es
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ware aber auch denkbar, dass sich in diesen Zellen lediglich die Steigung der
Regressionsgerade der Inqap/Iu-Korrelation unterscheidet. Beispielsweise konnte bei der
Untersuchung von Nervenzellen im Atemzentrum des Hirnstamms gezeigt werden, dass
in Schrittmacherneuronen, die ein Bursting-Feuerverhalten zeigen, das Verhaltnis von
Inap g€gEnUber spannungsunabhangigen Kaliumstromen (I eak) groRer ist als bei regular

feuernden Nervenzellen (Negro et al., 2002).

Weiter konnte in der vorliegenden Arbeit ein Regulationsmechanismus zwischen dem
persistierenden Natriumstrom und dem M-Typ Kaliumstrom gezeigt werden. Dieser
Mechanismus zwischen beiden Stromen funktionierte lediglich unidirektional, da M-Typ
Kaliumstromreduktionen in verschiedenen Mausmodellen keine Reduktion des persis-
tierenden Natriumstroms verursachten. Solche unidirektionale Regulationsmechanismen
konnten dazu fuhren, dass manche Kanalmutationen wie zum Beispiel in K,7-Kanalen
nicht kompensiert werden kénnen und zu Erkrankungen, wie der Benign Familial

Neonatal Convulsions fihren (Jentsch, 2000).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben erste Einblicke in mogliche Ko-
Regulationsmechanismen von lonenstromen. Fur ein besseres Verstandnis von zahl-
reichen pathophysiologischen Zustanden, wie epileptischen oder psychiatrischen Er-
krankungen (Trasande und Ramirez, 2007; Beck und Yaari, 2008; Ramocki und Zoghbi,
2008; Frohlich et al., 2008), ist eine eingehendere Kenntnis der physiologischen lonen-

kanalregulationen notwendig.
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5. Zusammenfassung

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der Untersuchung homdostatischer
Regulationsmechanismen zwischen dem persistierenden Natrium (Inap)- und dem M-Typ
Kaliumstrom (ly) in CA1-Pyramidenzellen des Hippokampus. Diese Strome sind unter
anderem fur die korrekte GrofRe der Aktionspotenzialnachdepolarisation der Nervenzelle
von entscheidender Bedeutung und beeinflussen damit direkt ihr Feuerverhalten. Die sie
vermittelnden Natrium- und Kaliumkanaluntereinheiten (Na,1.6 bzw. K,7) sind am Axon-
initialsegment (AIS) ko-lokalisiert. Dies fuhrte zu der Hypothese, dass beide Strome
homdoostatisch ko-reguliert werden sollten, um Uber langere Zeitraume ein stabiles
Feuerverhalten zu gewahrleisten. Eine Verminderung oder VergroRerung einer dieser

Strome sollte dann zu einer gleichsinnigen Anderung des jeweiligen anderen fihren.

In sequenziellen Messungen beider Strome in derselben Zelle mittels der Whole-cell
voltage-clamp-Technik konnte eine Korrelation beider Strome gefunden werden. Zur
weiteren Untersuchung einer potenziellen Ko-Regulation wurden genetisch veranderte
Mausmodelle benutzt, welche durch unterschiedliche Verfahrensweisen chronisch re-
duzierte persistierende Natrium- bzw. M-Typ Kaliumstrome besal3en. Hier zeigte sich in
einem Modell mit chronisch reduziertem Iyap durch Verlust der Na,1.6-Untereinheit eine
Reduktion im ly. Diese Reduktion kam durch posttranskriptionale Mechanismen
zustande, da sich die mRNA-Level der K,7-Untereinheiten unverandert zeigten.
Demgegenuber fluhrte eine Reduktion des Iy nicht zu einer Verminderung des Ingp. In
einem Modell der Iy-Reduktion fand sich sogar ein vergroRerter persistierender Natrium-
strom. Es bestand also eine unidirektionale Ko-Regulation beider Strome. Weiter hatte
der Verlust einer akzessorischen Natriumkanaluntereinheit (31) und die Dislokation der
K\7-Untereinheiten vom AIS durch ein Ankyrin G-Bindungspeptid keinen Einfluss auf die

Grofde beider Strome.

Die Ergebnisse dieser Studie geben erste Einblicke in mogliche Ko-Regulations-
mechanismen von lonenstromen. Die Kenntnis physiologischer lonenkanalregulationen
ist fir ein besseres Verstandnis der pathophysiologischen Mechanismen von ZNS-

Erkrankungen wie zum Beispiel Epilepsie notwendig.
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