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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Ein Meilenstein in der Erforschung der Exzitabilitat von biologischen
Membranen waren die bahnbrechenden Versuche von Hodgkin und Huxley
(1952), die an Tintenfischaxonen mit Hilfe zweier intrazellularer Mikroelektroden
(,Voltage-Clamp® Technik) die ersten Beobachtungen zur molekularen Grundlage

der Aktionspotentialgenerierung lieferten.

Ohne die Existenz von lonenkanalen beweisen zu kdnnen, entwickelten
Hodgkin und Huxley 1952 ein Modell, das Fortleitung und Erregung durch
Natrium- und Kaliummembranstrome erklaren und vorhersagen konnte. Nach
diesem Modell wird durch rasche Spannungsanderung in depolarisierender
Richtung der Natriumstrom aktiviert, der den Aufstrich des Aktionspotentials
verursacht, wahrend die Repolarisation durch die Inaktivierung des Natriumstroms
sowie durch die verzdgerte Aktivierung des Kaliumstroms erklart wird. Fur diese
Erkenntnisse wurden sie 1964 gemeinsam mit John Eccles, der die synaptischen
Vorgange erforschte, mit dem Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet.

Gut zwei Jahrzehnte spater gelang es Neher und Sakmann (1976) erstmals
Strome durch einzelne lonenkanale von wenigen pico Ampeéere Grofde aufzuldsen,
wofur sie 1991 ebenfalls den Nobelpreis erhielten. Sie klemmten nicht mehr, wie in
der klassischen Elektrophysiologie, das Potential einer ganzen Zelle, sondern nur
das eines ca. 1 pym? kleinen Membranflecks (engl. patch), der durch die
aufgesetzte Glaselektrode elektronisch isoliert wurde. Im Jahre 1981 konnte die
Patch-Clamp Technik von Hamill et al. (1981) noch entscheidend verbessert

werden und vom Froschmuskel auf andere Gewebe erweitert werden.

In den folgenden Jahren nahm die Anzahl der veroffentlichten Arbeiten Gber
Membranstrome in verschiedenen Geweben schnell zu. Mit dem Einzug der
Molekularbiologie in Kombination mit der Patch-Clamp Technik wurde es maglich,
Kanalgene zu klonieren und Aminosauresequenzen zu bestimmen, so dass die
Identifizierung unterschiedlicher lonenkanalfamilien und krankheitsauslosender
Mutationen in den jeweiligen lonenkanalen beschleunigt wurde. Mutationen in

lonenkandlen koénne eine Vielzahl verschiedenster Erkrankungen wie z.B.
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Myopathien, Diabetes, Herzrhythmusstorungen, Mukoviszidose oder Epilepsien
ausldsen. Erkrankungen, die infolge von lonenkanalmutationen mit einer Uber-
oder Untererregbarkeit von Gewebe einhergehen, werden als Kanalkrankheiten
(engl. Channelopathies) bezeichnet und sind meist erblich bedingt (Lehmann-
Horn et Jurkat-Rott, 1999; Cannon, 2006).

Mittlerweile ist die Patch-Clamp Technik Goldstandard fur die
elektrophysiologische Charakterisierung von Membranstromen und
Einzelkanaleigenschaften und eine der wichtigsten Methoden in der Muskel- und
Neurophysiologie.

1.1 Spannungsabhangige Kaliumstrome in hippokampalen Neuronen

Die Grundlagen fur die elektrische Aktivitat von Nervenzellen wurden
zunachst fur ein Tintenfischaxon beschrieben. Hodgkin und Huxley (1952) gingen
dabei von lediglich zwei unterschiedlichen lonenstromen (Leitfahigkeiten) aus: ein
schneller einwarts gerichteter Natriumstrom und ein verzoégerter (engl. delayed)
auswarts gerichteter Kaliumstrom. In den folgenden Jahren wurde jedoch eine
Vielzahl von unterschiedlichen Strémen in Neuronen entdeckt, die auf
unterschiedliche lonenkanale zurickzufuhren sind. Gemal der komplexeren
Anforderungen und Funktionen ist anzunehmen, dass neuronale Zellkorper und
Dendriten mit einem breiteren Spektrum an lonenkanalen besetzt sind als Axone.
Mit der Weiterentwicklung der Patch-Clamp Technik (Neher et Sakmann, 1976;
Hamill et al., 1981) erschlossen sich immer kleinere Zellen der Erforschung. Dabei
haben sich v.a. hippokampale Neurone aufgrund des guten Uberlebens in vitro
und der einfachen Zuganglichkeit der Zellkérper in gut sichtbaren Regionen als
hervorragende Forschungsobjekte herausgestellt. Neben den Experimenten an
Gewebeschnitten (engl. slices) (Madison et al., 1987; Numann et al., 1988; Storm,
1988a, b; Gustafsson et al., 1982) wurden auch kultivierte Neurone von un- oder
neugeborenen (Dreyfus et al., 1979; Peacock, 1979; Segal, 1983; Segal et
Barker, 1984) oder ausgewachsenen Tieren (Numann et al., 1987; Gray et
Johnston, 1985; Kay et Wong, 1986) untersucht.
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Aufgrund ihrer biophysikalischen Eigenschaften und ihrer Sensitivitat
gegenuber den Kanalblockern Tetraethylammonium (TEA) und 4-Aminopyridin
(4-AP) sind in hippokampalen Pyramidenzellen im Wesentlichen sechs
spannungsabhangige Kaliumstrome beschrieben worden (la, Ip, Ik, Im, lc, lanp),
wobei lc, lasp durch den Einstrom von Ca®" durch spannungsabhingige
Kalziumkanale aktiviert werden. Des Weiteren ist ein durch Hyperpolarisation
aktivierter, einwarts gerichteter lonenstrom (lq) entdeckt worden (Abb. 2; Storm,
1990). Das Zusammenspiel dieser Kanale scheint die Exzitabilitdt von
hippokampalen Neuronen zu regulieren. Insbesondere den Kaliumstromen Ia, Ip,
Ik, Im muss eine besondere Rolle zukommen, da sie auch in anderen
Pyramidenzellen beschrieben worden sind (Zhou et Hablitz, 1996; Locke et
Nerbonne, 1997; Bekkers, 2000a, b; Korngreen et Sakmann, 2000).

N
i \ Inart 2 [—
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.
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Nat K*  1q B L Ll anp

Abb. 1 Membranstrome in hippokampalen Neuronen (modifiziert nach Storm, 1989; 1990)

Ia ist ein schneller transienter Kaliumstrom, der bei Depolarisation Uber
-60 mV innerhalb von ca. 10 ms aktiviert. Die Inaktivierung folgt einer einfachen
Exponentialfunktion mit einer Zeitkonstanten von 15-50 ms (Storm, 1990). Als
Blocker haben sich 4-AP (Segal et Barker, 1984; Numann et al., 1987; Storm,
1988a) und Dendrotoxin (DTX) (Dolly et al., 1984; Halliwell et al., 1986)
herausgestellt. Allerdings ist Ia von einem weiteren transienten Kaliumstrom (lp)
u.U. schwer unterscheidbar (Storm, 1988a). Der A-Strom ist sowohl an der
Repolarisation von Aktionspotentialen als auch an der AHP (siehe Kap. 1.1.2) und
damit an der Regulation der Feuerungsrate beteiligt (Storm, 1987; Bekkers,
2000a, b; Kang et al., 2000). So fuhrt ein akuter Verlust des A-Stroms zu einer
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Hyperexzitabilitat von hippokampalen und kortikalen Pyramidenzellen (Kim et al.
2005; Yuan et al. 2005). Neuere Untersuchungen legen nahe, dass Ky1.4
(Heinemann et al., 1996) und Ky4 Kaliumkanale (siehe Kap. 1.3.2) einen Hauptteil
des A-Stromes vermitteln (Serodio et Rudy, 1998; Kim et al., 2005; Yuan et al,.
2005).

Ip wurde als Verzdgerungsstrom (engl. delay current) benannt, da er in
Gewebeschnitten von Rattenhippokampi fur die Verzégerung der AP-Antwort
verantwortlich gemacht wird (Storm, 1988a). |p aktiviert bei Depolarisation
uber -70 mV innerhalb von ca. 20 ms. Die Inaktivierung erfolgt Uber einige
Sekunden (Storm, 1990). Als Blocker haben sich 4-AP (Storm, 1988a; Grissmer et
al. 1994) und DTX (Metz et al., 2007) etabliert. Aufgrund der langsamen
Regenerierung aus der Inaktivierung (5 s bei -90 mV), wird dem |p Strom eine
besondere Rolle bei der zeitlichen Integration von depolarisierenden Reizen Uber
mehrere Sekunden zugesprochen. Des Weiteren wird eine Beteiligung an der
Repolarisation von APs angenommen (Storm, 1988a). Die zugrunde liegenden

Kanale gehoren zur Ky1 Familie (siehe Kap. 1.3.2) (Metz et al., 2007).

Als Ik wird ein verzogerter Kaliumstrom (engl. ,delayed rectifier current®)
bezeichnet, der langsam (Uber 80 - 180 ms) bei Depolarisation tUber -40 mV
aktiviert, d.h. im Gegensatz zu den anderen Kaliumkanalen nicht im subschwellen
Bereich (Storm, 1990). Die Inaktivierung folgt einer einfachen Exponentialfunktion
mit einer Zeitkonstanten Uber mehrere Sekunden (3-5 s) (Segal et Barker, 1984;
Numann et al., 1987; Storm, 1988a, b). TEA ist bekannt den Ix Strom zu blocken.
Eine Beteiligung an der Repolarisation der Aktionspotentiale wird angenommen
(Storm, 1990). Ein Beitrag zur Nachhyperpolarisation nach Aktionspotentialen ist
noch unklar. Neuere Untersuchungen legen nahe, dass Ky2.1 Kanale (siehe Kap.
1.3.2) den Hauptteil des Ik -Stromes vermitteln (Murakoshi et Trimmer, 1999; Du
et al. 2000). Aufgrund seiner Bedeutung fur die vorliegende Arbeit wird der Iy

Strom im folgenden Kapitel naher erlautert.
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spike
threshold

Abb. 2 spannungsabhangige Kaliumstrome in hippokampalen Neuronen
(modifiziert nach Strom, 1989; 1990)

Des Weiteren wurde ein durch Hyperpolarisation aktivierter, einwarts
gerichteter lonenstrom beschrieben (Halliwell et Adams, 1982; Maccaferri et al.,
1993), welcher in der Literatur als I; (engl. funny current; Brown et al., 1979), Iq
(engl. queer current; Halliwell et Adams, 1982) oder Iy (engl. hyperolarization-
activated) bezeichnet wird. Er zeichnet sich durch einige ungewohnliche
Eigenschaften aus, die ihn von anderen Stromen unterscheiden. Iy aktiviert bei
Hyperpolarisation jenseits von -60 mV (Robinson et Siegelbaum, 2003) und hat
nur eine unspezifische Selektivitat fir Natrium-, Kalium- und Kalziumionen, so
dass das Umkehrpotential bei ca. -35 mV liegt (Santoro et Tibbs, 1999). Die
Aktivierungskurve des Stroms kann durch Transmitter und Hormone Uuber
sekundare Botenstoffe (engl. second messenger) beeinflusst werden. So fuhrt
cAMP zu einer Aktivierung dieser Kanale bei positiveren Potentialen
(DiFrancesco, 1993; Pape, 1996). Als selektive Blocker haben sich Zatebradin
(Pape, 1994), ZD7288 (Gasparini et DiFrancesco, 1997) und Ivabrandin (Bois et
al., 1996) gezeigt. Der |y Strom ist zunachst im Herzen (Noma et Irisawa, 1976),
wo er als ,Schrittmacherstrom® fungiert (DiFrancesco, 1993), entdeckt worden und
scheint eine ahnliche Funktion auch im ZNS zu haben (McCormick et Pape, 1990;
Pape, 1996). Allerdings beeinflusst der H-Strom auch das Ruhepotential und den
Membranwiderstand einer Zelle und die Ubertragung an Synapsen (Robinson et
Siegelbaum, 2003). Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass der H-Strom an
der mAHP (siehe Kap.1.2.2) beteiligt ist (Gu et al., 2005). Dementsprechend ist
eine Storung des H-Stromes auch mit pathologischer neuronaler Hyperexzitabilitat
verbunden (Di Pasquale et al., 1997; Chen et al., 2001). Inzwischen konnten
HCN-Kanale als molekulares Korrelat des H-Stromes identifiziert werden (engl.

hyperpolarization-activated cyclic nucleotid-gated) (Santoro et Tibbs, 1999).
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1.1.1 M-Strom (ly)

Im Jahre 1980 entdeckten Brown und Adams zunachst in sympathischen
Neuronen von Amphibien (Brown und Adams, 1980) und Ratten (Constanti und
Brown, 1981) einen spannungsabhangigen langsam aktivierenden und nicht
inaktivierenden, auswarts gerichteten Kaliumstrom, der sich durch muskarinerge
(M1) Azetylcholinrezeptoragonisten inhibieren liel3. Sie und nannten ihn deshalb
,M-Strom“ (ly) (Brown et Adams, 1980). 1982 wurde der M-Strom auch in
hippokampalen Gewebeschnitten (Halliwell et Adams, 1982; Storm, 1989; Gu et
al., 2005) und in kultivierten Neuronen (Gahwiler and Brown, 1985; Shah et al.,
2002; Shahidullah et al., 2005) nachgewiesen. Er unterschied sich von den
konventionellen  ,delayed rectifier* Stromen durch ein  negativeres
Schwellenpotential von ca. -60 mV, in der sigmoidalen Aktivierungskurve, dem
Fehlen einer zeitabhangigen Inaktivierung und der langsamen Aktivierung (Brown
et Adams, 1980). Als Blocker stellten sich TEA und 4-AP dar (Halliwell et Adams,
1982; Storm, 1989). In den Folgejahren wurden weitere Eigenschaften wie z.B. die
selektive Blockierung durch Linopirdin (Aiken et al., 1995) und XE991 (Zaczek et
al., 1998), die weite Verbreitung im zentralen und peripheren Nervensystem oder
die Regulation durch eine Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren und sekundaren
Botenstoffen (Marrion, 1997) beschrieben, jedoch blieb die zugrunde liegende
Kanalfamilie bis Ende der 90er Jahre unbekannt (Brown et Yu, 2000).

Erst 1998 gelang es Wang et al. (1998) anhand der kinetischen
Eigenschaften, des Expressionsprofils sowie der Sensitivitat der M-Kanale
gegenuber verschiedenen Substanzen heteromere Ky7.2/Ky7.3 Kanale als einen
wesentlichen Teil des morphologischen Korrelats des M-Stroms zu bestimmen.
Nach weiteren Untersuchungen hat sich gezeigt, dass auch andere Kanale der
Kv7 Familie (siehe Kap. 1.3.4) die oben genannten Eigenschaften teilen und somit
auch die heteromeren K,7.4/Ky7.3 und K,7.5/Ky7.3 Kanale Anteil an der
Generierung des M-Stroms haben konnten (Lerche et al., 2000; Schroeder et al.,
2000; Selyanko et al., 2000; Shah et al., 2002). Des Weiteren wird
diskutiert, ob Kanale der HERG-Familie ebenfalls zur Diversitat der M-Kanale
beitragen (Selyanko et al., 1999; Meves et al., 1999).
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Im spielt aufgrund seiner  Aktivierung bei  Potentialen im
Subschwellenbereich eines Aktionspotentials vieler ZNS Neurone eine
entscheidende Rolle bei der Kontrolle der neuronalen Exzitabilitat (Brown et
Adams, 1980; Halliwell et Adams, 1982; Storm, 1988; Jentsch, 2000). So konnte
gezeigt werden, dass eine Funktionseinschrankung bzw. Blockade des M-Stroms
die Aktionspotentialfrequenz erhoht, wahrend eine Aktivierung die Feuerungsrate
verringert (Delmas et Brown, 2005). In hippokampalen CA1 Pyramidenzellen
konnte gezeigt werden, dass Iy an der Adaptation der Feuerungsfrequenz
(Madison et Nicoll, 1984; Yue et Yaari, 2004; Gu et al., 2005; Peters et al., 2005),
der mittleren Nachhyperpolarisation (Storm, 1989; Gu et al., 2005; Peters et al.,
2005) und der Nachdepolarisation (Yue et Yaari, 2004) beteiligt ist (siehe Kap.
1.2.2). Des Weiteren ist bekannt, dass Mutationen in Ky7.2 oder K\7.3 Kanalen,
die eine Veranderung der Amplitude oder der Kinetik des M-Stroms bedingen,
einen bestimmten Typ der Epilepsie (benigne familiare Neugeborenenkrampfe)

verursachen konnen (Jentsch, 2000).

1.1.2 M-Strom als Haupttrager der mAHPs

Das Feuerungsverhalten wird in vielen Neuronen durch Nachpotentiale
reguliert, die einzelnen Aktionspotentialen oder Salven von Aktionspotentialen
folgen. Ein Einwartsstrom am Ende von Aktionspotentialen generiert eine
Nachdepolarisation (engl. afterdepolarisation, ADP), die als positive Ruckkopplung
zuwerten ist. Eine durch einen Auswartsstrom verursachte Nachhyperpolarisation
(engl. afterhyperpolarisation, AHP) vermittelt somit eine negative Ruckkopplung

zur Begrenzung der Erregbarkeit eines Neurons.

Ein haufig beobachtetes Muster in hippokampalen Pyramidenzellen ist eine
Abfolge von drei AHPs (Strom, 1987): (1) eine schnelle, nur 1-5 ms andauernde
AHP (fAHP) nach Aktionspotentialen, welche als direkte Fortsetzung der AP
Repolarisation betrachtet werden muss; (2) eine mittlere AHP (mAHP), die
typischerweise 20-50 ms andauert und fur die frihe Frequenzanpassung wahrend
einer Reihe von APs verantwortlich ist; und (3) einer langsamen, zwischen einer
halben und mehreren Sekunden anhaltende AHP (sAHP), welche flr die spate

Frequenzanpassung verantwortlich ist. Zwischen der fAHP und der mAHP ftritt
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haufig ein ADP auf (Storm, 1987; Yue et Yaari, 2004). Ahnliche Sequenzen
wurden auch in vielen anderen Neuronen des ZNS beobachtet wie z.B. in
Pyramidenzellen verschiedener Kortexschichten des Saugertiergehirns (Schwindt
et al., 1988), der Amygdala (Pape et Driesang, 1998), in bulbaren und spinalen
Motoneuronen (Takahashi, 1990; Viana et al., 1993) und in Neuronen des
Striatums (Pineda et al., 1992). Es wird angenommen, dass M-Kanalaktivitat far
die Kontrolle der neuronalen Exzitabiltdt und fur die frihe
Aktionspotentialfrequenzadaptation verantwortlich ist (Brown et Adams, 1980;
Madison et Nicoll, 1984; Storm, 1989) und der Haupttrager der mAHPs wahrend
und nach repetitiver neuronaler Aktivitat ist (Storm, 1989; Gu et al., 2005). Jedoch
wird die Beteiligung anderer Kanalarten an der mAHP noch kontrovers diskutiert,
insbesondere die Ca?*-aktivierten Kaliumkanale vom SK-Typ (Stocker et al., 1999;
Stackman et al., 2002). Zuletzt konnten Gu et al. (2005) keine Beteiligung von
Ca**-aktivierten Kaliumkanalen vom SK-Typ zeigen, jedoch die Bedeutung von
HCN/H-Kanéalen fur die mAHP unterstreichen.

Das Ausmald der mAHP kommt dabei durch die Integration von einwarts
gerichteten persistierenden Natriumstromen (Azouz et al., 1996; Su et al., 2001)
und den o.g. langsam aktivierenden, auswarts gerichteten Stromen (Gu et al.,
2005) zustande (Yue et Yaari, 2004). So entsteht, je nhachdem ob die Natrium-
oder Kaliumstrome uberwiegen, eine mAHP oder eine ADP. Dieses Gleichgewicht
kann durch spezifische Kanalblocker (Storm, 1989) oder durch die Veranderung
des Ausgangspotentials beeinflusst werden (Gu et al., 2005). Bei Applikation von
Ky7.2 Blockern wie Muskarin (Halliwell et Adams, 1982) oder XE991 (Yue et
Yaari, 2004) verschwindet durch die Blockade der Kaliumstrome die mAHP und
eine ADP erscheint (Yue et Yaari, 2004; Gu et al.,, 2005). Dieses Phanomen
beobachtet man nur, wenn die Experimente bei einem Haltepotential von -60 mV
stattfinden, wo ein Teil der Ky7.2 Kanale aktiviert sind. Bei einem Haltepotential
von -80 mV, wo die Ky7.2 Kanale grofRtenteils geschlossen sind, hat eine XE991
Applikation keinen Effekt auf die mAHP Grolde. Daraus wird geschlossen, dass die
mAHP bei -60 mV v.a. durch den M-Strom vermittelt wird, wahrend bei -80 mV
wohl der H-Strom einen grof3en Einfluss erhalt (Gu et al., 2005). Ferner scheint es,
dass bei adulten hippokampalen Neuronen persistierende Natriumstrome

uberwiegen, sodass man dort eine ADP beobachtet (Yue et Yaari, 2004).
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1.2 lonenkanale

Jede Zelle ist von einer Membran bestehend aus Lipiden und Proteinen
umgeben, die sie von ihrer Umgebung abgrenzt. Nach dem ,fluid-mosaic“-Modell
(Singer und Nicolson, 1972) verhindert eine Lipiddoppelschicht mit ihren
hydrophoben Eigenschaften die Vermischung der wassrigen Losungen aulerhalb
und innerhalb der Zelle. Wahrend lipidiésliche, unpolare Substanzen durch die
Lipiddoppelschicht diffundieren konnen, ist sie jedoch fur geladene und polare
Teilchen praktisch impermeabel. Sie stellt somit einen elektrischen Isolator dar.
FUr die o.g. elektrischen Eigenschaften von Zellmembranen sind lonenkanale

notwendig.

lonenkanale sind integrale, porenbildende Membranproteine, welche einen
hydrophilen Kanal durch die Lipiddoppelschicht formen. Sie fungieren somit als
elektrische Leiter und ermdglichen einen passiven, von einem
Konzentrationsgefalle angetriebenen lonenfluss. Die Aktivierung des lonenkanals
wird durch verschiedene Stimuli hervorgerufen. Manche lonenkanédle werden
durch extrazellulare Liganden aktiviert (ligandengesteuerte lonenkanale), wie z.B.
der nikotinische Azetylcholinrezeptor. lonenkanale werden aber auch von
zytoplasmatischer Seite durch intrazellulare Botenstoffe wie cGMP, cAMP und
Ca* reguliert. Eine weitere groRe Gruppe bilden diejenigen lonenkanéle, deren
Offnung durch das Membranpotential bestimmt wird (spannungsgesteuerte
lonenkanale). Hierzu gehoéren auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchten

Kaliumkanale der K\ 7 Familie.

Spannungsabhangige lonenkanale sind effektive elektrische Leiter mit
Transportraten  bis zu 10® lonen/s. Der Transport erfolgt passiv ohne
Energieverbrauch entlang eines elektrochemischen Gradienten, der sich aus dem
Konzentrationsgradienten (chemische Triebkraft) und der Potentialdifferenz
(elektrische Triebkraft) zusammensetzt. Die Pore vermittelt dabei entweder eine
unspezifische Selektivitat fur Kationen und/oder Anionen oder eine spezifische
Selektivitat fur bestimmte lonen. Neben der Selektivitat bildet das sog.

Kanalschaltverhalten (engl. gating) ein Unterscheidungsmerkmal der lonenkanale.
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Es gibt drei Hauptkonformationszustande, in denen sich spannungsgesteuerte
lonenkanale befinden kdnnen (geschlossen aktivierbar, offen aktiviert, inaktiviert
und fur Aktivierung refraktar). Durch Depolarisation verschiebt sich das
Gleichgewicht dieser Zustande in Richtung des gedffneten Zustands. Wahrend die
geodffneten und geschlossenen Konformationen gemeinsame Merkmale aller
spannungsgesteuerten Kanale sind, werden inaktivierte Zustande nur von
bestimmten Kanalen durchlaufen. Den hier untersuchten Ky7 Kaliumkanalen fehlt
ein inaktivierter Zustand. Der Strom, der in einem bestimmten Zeitraum durch
einen lonenkanal flie®t, wird bestimmt durch die Offenwahrscheinlichkeit des
Kanals, d.h. den Anteil der Zeit, in dem der Kanal gedffnet ist und den Durchtritt

von lonen erlaubt, und der Einzelkanalleitfahigkeit.

lonenkanale sind ubiquitar in jeder Zelle des Organismus vorhanden und
haben neben ihrer Bedeutung fur das Ruhemembranpotential und Aktionspotential
in Neuronen unterschiedlichste Aufgaben. Sie sind u.a. beteiligt an der
Regulierung des Wasser-Elektrolythaushalts einer Zelle, im Pankreas an der
Regulierung der Insulinfreisetzung, in der Niere fur die Kontrolle des Saure-Basen-
Haushalts, im Herzmuskel fur die Funktionalitat des Reizleitungssystems. Im
Gehirn mit seiner immensen Anzahl an Neuronen und Synapsen sind sie natirlich
fur die Informationsverarbeitung und -weiterleitung von aulRerordentlicher
Bedeutung. Daraus ist ersichtlich, dass Mutationen in lonenkanalen eine Vielzahl
von Geweben betreffen konnen. So umschliel3t die Gruppe der Kanalkrankheiten
u.a. Myopathien, Diabetes, Herzrhythmusstérungen, Mukoviszidose oder
Epilepsien (Lehmann-Horn et Jurkat-Rott, 1999; Lerche et al., 2005). Mutationen
in den hier untersuchten Kaliumkanalen flhren zu einer besonderen Art der

Neugeborenenepilepsie, bekannt als benigne familiare neonatale Anfalle (BFNS).

1.2.1 Kationenkanale

Kationenkandle bestehen aus vier symmetrisch angeordneten
Untereinheiten (Tetramere), die in der Symmetrieachse eine Pore ausbilden. Jede
Untereinheit besteht aus hydrophoben, o-helikalen Abschnitten, die die
Doppellipidschicht durchspannen, und hydrophilen Abschnitten, einschlieRlich der

N- und C-terminalen Enden, welche intra- und/oder extrazellular zu liegen
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kommen. Die Anzahl der Transmembraneinheiten kann sehr unterschiedlich sein,
wobei die evolutionar altesten Formen wohl die Untereinheiten mit zwei oder

sechs Transmembransegmenten sind.

Kationenkanale bilden so eine grof3e Superfamilie, die nach der Zahl der
Transmembranbereiche (TM) und der Porenregion (P) in verschiedene
Strukturklassen unterteilt ist. Die einfachste Untereinheit, die 2TM-Untereinheit,
aus der z.B. Einwartsgleichrichterkaliumkanale (Kj), epitheliale Natriumkanale
(eNaC) oder die Protonen-aktivierten Kanale (ASIC) aufgebaut sind, besteht aus
zwei Transmembraneinheiten und einer sie verbindenden Poren-Schleife oder
P-Domane, die eine wichtige Rolle beim Aufbau der Pore und des
Selektivitatsfilters spielt. N- und C-Terminus liegen dabei intrazellular. Dieses
Modell wurde durch die erste Kristallstruktur bestatigt, die den prokaryontischen
Kaliumkanal KcsA aus Streptomyces lividans (Doyle et al.,, 1998; MacKinnon et

al., 1998) zeigte und fur die MacKinnon 2003 den Nobelpreis erhielt.

Die haufigste Erweiterung ist die 6TM-Untereinheit aus sechs
Transmembransegmenten, 6 TM/1P-Kanalen. Sie bildet die Grundlage fur die sehr
grol3e Gruppe der spannungsabhangigen Natrium-, Kalzium- und Kaliumkanale.
Spannungsgesteuerte Kationenkanale sind aus einer tetramerischen a-
Untereinheit bestehend aus vier homologen Domanen zu je sechs
Transmembransegmenten (S1-S6) und fakultativ aus zusatzlichen kleineren -
Untereinheiten aufgebaut. Wahrend die 6TM-Untereinheiten bei Kaliumkanalen
einzeln biosynthetisiert werden und sich posttranslational zu Tetrameren
zusammen finden, sind bei Natrium- und Kalziumkanalen 4 Untereinheiten
verkettet in einem einzelnen Gen kodiert. Wahrend die a-Untereinheit den
Hauptteil des Kanals mit Spannungssensor, Selektivitatsfilter und Pore bildet,
kommen den kleineren B-Untereinheiten modifizierende Eigenschaften in Bezug
auf Stromkinetik, Stromamplitude oder Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu
(Lehmann-Horn und Jurkat-Rott, 1999; Catterall, 2000).
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Abb. 3 Topologiemodell von a-Untereinheiten der K, Kanale.

A Topologisches Modell der a-Untereinheiten von K, Kanal. Zu sehen sind die
Transmembransegmente S1-S6, die P-Domane und der Spannungssensor S4. B Schematische
Darstellung der Kaliumkanalpore, die aus vier P Domanen gebildet wird.

1.2.2 Spannungsgesteuerte Kaliumkanale (Ky): Nomenklatur und Struktur

Spannungsgesteuerte  Kaliumkandle Ky werden aufgrund ihrer
Sequenzhomologien in 12 Subgruppen unterteilt (Ky1- Ky12) (Gutman et al.,
2005). Gleichzeitig entwickelte sich aus der HUGO Gen-Nomenklatur und dem
Humangenomprojekt eine weitere Nomenklatur der Kanalgene, bestehend aus
KCN* als Bezeichnung fur einen Kaliumkanal und einem weiteren Buchstaben fur
die entsprechende Familie: KCNA-D fur Ky1- Ky4, KCNF (Ky5), KCNG (Ky6),
KCNQ (Ky7), KCNV (Ky8), KCNS (Ky9) und KCNH (Ky10-12). Der Subtyp wird
durch eine Zahl angegeben (z.B. Ky7.2=KCNQ2; Ky7.3=KCNQJ3). Die Diversitat
wird durch die Fahigkeit der Zusammenlagerung zu Heteromeren von Mitgliedern
einer Subfamilie und verschiedene ,splicing“-Varianten der Untereinheiten weiter
erhoht (Singh et al., 1998; Tinel et al., 1998; Lee et al., 2000; Smith et al., 2001).

Die a-Untereinheiten spannungsgesteuerter Kaliumkanale bilden eine
zentrale Pore, die von jeweils homologen Abschnitten der symmetrisch
angeordneten P-loops begrenzt wird (MacKinnon, 1991; MacKinnon et al., 1993).
Die Pore ist flr Alkalimetallionen permeabel, wobei die Selektivitat von Kalium
gegenuber Natrium um den Faktor 1000 grofder ist (MacKinnon et al., 1997). Die
Selektivitat wird durch eine in Kaliumkanalen konservierte Signatursequenz (GYG)
gewahrleistet, die innerhalb der P-Region liegt (Heginbotham et al., 1992 und
1994). Die beiden hydrophoben Transmembransegmente S5 und S6 bilden mit
der Porenregion, die von der extrazellularen Seite in die Membran eintaucht, die
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sogenannte Kernregion (Jan et al., 1994). Das vierte Transmembransegment S4
enthalt innerhalb der a-Helix basische, positiv geladene Aminosauren, die in
regelmaligen Abstanden angeordnet sind ((R/K-X-X)n). Diese hochkonservierte
Struktur dient als Spannungssensor und induziert die Kanal6ffnung bei
Depolarisation der Membran Uber einen fir den Kanal kritischen Wert (Papazian
et al., 1991; Larsson et al., 1996).

Die porenbildenden o-Untereinheiten stehen mit akzessorischen -
Untereinheiten in Wechselwirkung, was zu einer weiteren Diversitat der Kanale
fuhrt und wesentlichen Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften haben
kann (Rettig et al., 1994). Die akzessorischen p-Untereinheiten der Ky7 Kanale

heiRen KCNE und besitzen eine Transmembrandomane (Schroeder et al., 2000).

1.2.3 Ontogenese der lonenkanale

Wie bei allen Proteinen, die flr den Transport an die Zellmembran bestimmt
sind, spielen das raue Endoplasmatische Retikulum (ER) und der Golgi Apparat
eine zentrale Rolle in der Biosynthese und dem weiteren Transport. Carol Deutsch
(2002) bezeichnet den Vorgang von der Biosynthese (Translation) eines
lonenkanalproteins bis zur Oberflachenexpression des funktionellen Molekuls in
der Plasmamembran als Ontogenese, die prinzipiell aus zwei Schritten besteht:
der Biogenese und dem Transport (engl. trafficking). Als Biogenese bezeichnet
man alle Vorgange im ER, wahrend Trafficking sich auf die Transportvorgange

vom und zum ER und anderen Zellkompartimenten bezieht.

1.2.3.1 Biogenese

Bei der Biosynthese wird, nachdem sich die ersten 15-30 Aminosauren des
neuen Proteins am Ribosomen angelagert haben, erkannt, dass ein Protein fur
den Export an die Membran vorgesehen ist. Ist eine hydrophobe Signalsequenz
vorhanden, wird sich das Ribosom an das raue ER (engl. targeting) anlagern und
mit Hilfe des sog. Translocons, welches eine Pore durch die Membran des ER
bildet, dem neuen Protein den Durchtritt ins ER ermoglichen (engl. translocation).

Wahrend der Translokation werden auch die Veranderungen am neuen Protein,
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z.B. Entfernung der Signalsequenz oder Glykosylierung, und die Integration der
Transmembraneinheiten in die hydrophobe Lipiddoppelschicht vorgenommen. Die
Oligomerisierung, Proteinfaltung und die Interaktion mit akzessorischen f-
Unterheiten finden bei lonenkanalproteinen ebenfalls im ER statt und werden
durch die Enzyme und Chaperone des ERs unterstutzt (Hille, 2001).
Voraussetzungen einer Oligomerisierung sind die gleichzeitige Anwesenheit der
Untereinheiten im ER und eine spezifische Erkennungssequenz. (Deutsch, 2002).
Die Zusammenlagerung (engl. assembly) der Untereinheiten wird bei den meisten
Kaliumkanalen vom N-Terminus (Li et al., 1992; Papazia, 1999) Ubernommen.
Neben den ether-a-go-go Kanalen (Ludwig et al., 1997) ist bei den Ky7 Kanalen
vor kurzem die Bedeutung des C-Terminus fur die Tetramerisierung entdeckt
worden (Maljevic et al., 2003; Schwake et al. 2003). Weitere Modifikationen
konnen im Golgi Apparat vorgenommen werden, bevor die Vesikel das reife

Kanalprotein an die Zellmembran transportieren.

1.2.3.2 Trafficking

Die richtige Expression eines Kanals ist nicht nur durch die Biogenese
eines funktionellen Kanalproteins, sondern auch durch eine korrekte Zielfindung
(engl. targeting), die richtige Lokalisation, die Anzahl der Kanale und den Umsatz
des Proteins an der Zellmembran bestimmt. Eines der Schlisselmomente fur die
erfolgreiche Oberflachenexpression eines Kanalproteins ist der Transport vom ER
zum Golgi Apparat. Eine Vielzahl von Studien zeigen, dass der Export einerseits
durch eine interne Qualitatskontrolle der korrekten Oligomerisierung als auch
durch verschiedene Kennsequenzen der synthetisierten Proteine (Zerangue et al.,
1999; Schwappach et al., 2000) reguliert wird, wie z.B. dem Exportsignal FCYENE
(Ma et al, 2001). Beim Auftreten einer fehlerhaften Proteinfaltung oder
Zusammenlagerung der Untereinheiten, wird das Protein zuruckgehalten,
abgebaut und Uber den sog. Vorgang der retro-Translokation (Tsai et al., 2002)
zurlck in das Zytoplasma gebracht, wo die letztendliche Proteolyse in den
Proteasomen erfolgt. SchlieRlich kann der Umsatz des Kanalproteins die Anzahl
und Verteilung der Kanale auf der Zellmembran beeinflussen (Deutsch, 2002).
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1.2.4 Die KCNQ/ K7 Kaliumkanalfamilie

Zur Familie der Ky7 lonenkanale (Gutman et al., 2005) gehoéren bisher funf
Mitglieder (Ky7.1-Ky7.5). Sie werden zu den spannungsgesteuerten lonenkanalen
gezahlt. Jeder Kanal ist aus vier Untereinheiten zusammengesetzt, wobei
einerseits Homomere, andererseits durch Kombination von Ky7.3 mit Ky7.2, Ky7.4
oder Ky7.5 Untereinheiten in Analogie zu anderen Ky Kanalen Heterotetramere
gebildet werden. Als gemeinsames Charakteristikum der Mitglieder der KCNQ
Familie ist der C-Terminus im Vergleich zu anderen Kaliumkanalen elongiert und
dient unter anderem der Interaktion zwischen Ky7.2 und Ky7.3 Untereinheiten

(Maljevic et al.,, 2003; Schwake et al. 2003) und der Bindung eines

2+
modulatorischen Ca -Calmodulin-Komplexes an ein 1Q Motiv (Isoleucin- und

Gluaminreiche Domane im C-Terminus) (Gamper et Shapiro, 2003).

Kv7.1 wird im Herzmuskel (Wang et al. 1996), in Lunge, Nieren, Leber,
Innenohr sowie im Gastrointestinal-Trakt (Bleich und Warth, 2000) gefunden.
Dementsprechend fuhren Mutationen der Ky7.1 Untereinheit zum sog. ,Long-QT
Syndrom®, einer Storung der kardialen Aktionspotentiale, welche zum plotzlichen
Bewusstseinsverlust und Tod nach ventrikularer Arrhythmie, insbesondere vom
Typ der ,torsade de pointes® (Wang et al., 1996), fuhren kann. Diese Stérung kann
zusammen mit einer hereditaren Taubheit, Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom
(Schmitt et al., 2000), oder ohne Taubheit, Romano-Ward-Syndrom (Wang et al.,
1996), auftreten. Ky7.4 wird hauptsachlich in den &uleren Haarzellen des
Innenohrs und in den Haarzellen des Vestibularapparats exprimiert (Kubisch et al.
1999; Kharkovets et al., 2000), in denen der Funktionsverlust von Ky7.4 vermutlich
zu einer Storung des Kaliumkreislaufs fuhrt. Dies hat eine Erhohung der
intrazellularen Kaliumkonzentration zur Folge, was im Verlauf von Jahren die
Zellen degenerieren lassen und zu Taubheit fihren kdnnte (Kubisch et al., 1999;
Kharkovets et al., 2000). Ky7.5 wird im Skelettmuskel und ZNS (Lerche et al.,
2000; Schroder et al.,, 2000) exprimiert, wobei keine krankheitsauslosenden
Mutationen bisher bekannt sind. Sowohl Ky7.2 und Ky7.3 kdnnen homomere,
funktionelle Kanale bilden, wobei der von K,7.3 vermittelte Strom in Xenopus
Oozyten viel kleiner ist als der Ky7.2 Strom (Yang et al., 1998). Diese Kanale

vermitteln Kaliumstrome, die bei depolarisierenden Spannungen langsam
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aktivieren und nach Repolarisation nur langsam deaktivieren (Biervert et al., 1998;
Schroeder et al., 1998). Jedoch konnen Ky7.2 und Ky7.3 auch funktionelle,
heteromere Kanale bilden (Schroeder et al., 1998; Cooper et al., 2000). Bei
Koexpression von Ky7.2 und Ky7.3 Kanalen zeigt sich ein groRer Anstieg der
1998), wobei das Schaltverhalten, die
Aktivierung und die Sensitivitat gegenuber Inhibitoren nur leicht verandert sind
(Wang et al., 1998; Hadley et al., 2000).

Kaliumstromamplitude (Yang et al.,,

Anhand der kinetischen Eigenschaften, des Expressionsprofils sowie der
Sensitivitat der M-Kanale gegenuber verschiedenen Substanzen gelang es Wang
et al. (1998) heteromere Ky7.2/Ky7.3 Kanale als morphologisches Korrelat
des M-Stroms zu bestimmen. Inzwischen sind Uber 30 Mutationen in den Ky7.2
und Ky7.3 Untereinheiten identifiziert worden (Maljevic et al., 2008), die mit einer
Form von vererbbarer Epilepsie bei Neugeborenen assoziiert sind (benigne

familiare Neugeborenenkrampfe, BFNS).

Abb. 4 Die KCNQ/Ky7 Kaliumkanalfamilie.

Das Dentogramm zeigt den Grad der Sequenzibereinstimmung und die assoziierten
Erbkrankheiten. BFNS: benigne familidre Neugeborenenkrampfe

Chromosom Expression Erbkrankheit
Ky7.1 11 Herz, Cochlea Remano-Ward-Syndrom
Lunge {Wang et al., 1596)
Hiere
Leber, JervellLLange-MNielsen-
Gl-Trakt Syndrom
{Schmitt &t al., 2000)
K,7.2 20q13.3 INS BFNS
sympathische {Singh et al., 1998; Biervert et
Ganglienzellen al., 1998; Biervert at Steinlein,
1999; Lerche et al., 1999)
Ky 7.3 Bq24 INS BFNS
sympathische {Charlier et al., 1993;
Ganglienzellen Hirose &t al., 2000)
Ky7.4 1p34 Cochlea, Hereditire Taubheit
ZNS (Kubisch et al., 1999)
e Ky 7.5 LB Muskel, 7
ZINS

1.3 Benigne familiare Neugeborenenkrampfe (BFNS)

Die

autosomal-dominant

vererbten

benignen

Neugeborenenkrampfe (Inzidenz ca. 1:100000) gehdren zu den idiopathischen

familiaren
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fokalen Epilepsien. Sie treten in den ersten Lebenstagen in Form unprovozierter
Anfalle mit unterschiedlicher Semiologie und haufig in Clustern auf, und sie
sistieren spontan nach einigen Wochen bis Monaten. Die Prognose ist gut, jedoch
kann es in 15 % der Falle spater im Leben zu einem erneuten Auftreten von
Anfallen kommen. Die Entwicklung der Kinder, das interiktuale EEG und die
neurologische Untersuchung fallen meist normal aus. In den vergangenen Jahren
konnten mehrere Mutationen im Gen des Ky7.2 (Biervert et al., 1998; Singh et al.,
1998; Biervert et Steinlein, 1999; Lerche et al., 1999) und des Ky7.3 Kanals
(Charlier et al. 1998; Hirose et al., 2000) als Ursache fur dieses seltene
epileptische Syndrom identifiziert werden (Abb. 5 gibt einen Uberblick (iber die
meisten derzeit bekannten Mutationen). Mittlerweile sind Uber 30 BFNS
Mutationen in fast allen Bereichen des Ky7.2 Kanals entdeckt worden (Maljevic et
al., 2008). Bei diesen handelt es sich um Missense-, Nonsense-, Insertions- und
Spleiss-Stellen-Mutationen, die alle zu einer Reduktion des resultierenden
Kaliumstroms fuhren. Wahrend Mutationen der P-Schleife die Leitfahigkeit des
Kanals beeinflussen, verhindern Mutationen des C-Terminus die Formierung von
Heteromeren oder den Transport an die Zellmembran, so dass die resultierende
Reduktion des Kaliumstroms auf eine verminderte Dichte funktioneller Kanalen in
der Membran zurtckzufihren ist (Schwake et al., 2000). Bisher wurden nur zwei
Mutationen in der S4-Domaine entdeckt, welche zu einer starken Verlangsamung
der Aktivierung fuhren (Dedek et al., 2001; Wuttke et al., 2007).

Experimente zeigen, dass eine etwa 25%ige Reduktion des Kaliumstroms
verglichen mit dem K,7.2/Ky7.3 Wildtyp ausreichend ist, um die neuronale
Erregbarkeit im Neugeborenenalter auf epilepsiegefahrdetes Niveau zu erhdhen
(Schroeder et al.,, 1998). So konnte eine Haploinsuffizienz die Ursache fur die
dominante Vererbung sein (Schroeder et al.,, 1998; Jentsch, 2000).
Dementsprechend wird angenommen, dass dominant-negative Ky7.2 Mutationen
mit einem erweiterten Phanotyp einhergehen missen (Jentsch, 2000). Tatsachlich
ist eine dominant-negative Mutation im S4 Segment des Ky7.2 Kanals entdeckt
worden, welche bei den Betroffenen mit BFNS und persistierende Myokymien
(Syn.: engl. Peripheral Nerve Hyperexcitability, PNH) assoziiert ist (Dedek et al.,
2001).
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Abb. 5 BFNS Mutationen der Ky7.2 und K,7.3 Untereinheiten

Benigne familiare Neugeborenenkonvulsionen (BFNS) auslésende Mutationen in den K,7.2/K\7.3
Untereinheiten.

1.4 Ziele der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist einerseits die funktionelle Analyse der
N258S Mutation der Ky7.2 Untereinheit, welche bei drei Mitgliedern einer
turkischen Familie zu BFNS fuhrte (Yalcin et al., 2007). Der Aminosaureaustausch
liegt in einer bisher nicht durch Mutationen betroffenen Region des Ky7.2 Kanals
zwischen der S5 Domaine und der Porenregion, dem extrazellularen L5-H5-
Linker. Dadurch erwarten wir neue Erkenntnisse uber einen bisher wenig
beachteten Teil des Kanalproteins. Andererseits soll die elektrophysiologische
Charakterisierung von  hippokampalen  Neuronen von neugeborenen
heterozygoten KCNQ2 Knock-Out Mausen Hinweise liefern, warum diese Knock-
Out Mause einen so unauffalligen Phanotyp ohne bisher beobachtete Anfalle
haben und ob postnatale Veranderungen des neuronalen Feuerungsverhaltens fur
das fehlende Auftreten von Anféllen verantwortlich gemacht werden konnen.
Zudem soll durch die elektrophysiologische Charakterisierung der hetero- und
homozygote KCNQ2 Knock-Out Mause ein neuronales Expressionssystem fur die
Analyse von Kv7.2 Mutationen etabliert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Substanzen

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Zur Herstellung von Losungen wurden sofern nicht anders angegeben
Chemikalien der Herstellerfirmen Roth (Karlsruhe, Germany), Merck (Darmstadt,
Deutschland), Sigma (Diesenhofen, Deutschland), Serva (Heidelberg,
Deutschland), Fluka (Neu-Ulm, Deutschland), USB (Ohio, USA), Biorad (Hercules,
USA), Riedel de Haen (Seelzen, Deutschland) verwendet. DNA modifizierende
Enzyme wurden von MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland), New England
Biolabs (Beverly, MA, USA) und Pharmacia (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland) bezogen. Oligonukleotide wurden von Thermohybaid (Ulm,

Deutschland) hergestellt.

2.1.2 Losungen, Puffer und Kulturmedien

DNA Ladepuffer: 30% (v/v) Saccharose, 50 mM EDTA,

0,25% Bromphenolblau, 0.1% SDS
DMEM: Invitrogen™, Karlsruhe, Germany
DMEM+ : 5ml fetales Kalberserum

500l Glutamin
500pl  Penicillin / Streptomycin
auf 50 ml mit DMEM (Invitrogen™, Karlsruhe, Germany)

DPBS (+ CaCly,/MgCl,): Invitrogen™, Karlsruhe, Germany

DPBS (- CaCly/MgCly):  Invitrogen™, Karlsruhe, Germany

HAM’s F-12: Biochrom AG, Berlin, Germany (w/o Glutamin)

HBSS (- Ca*/Mg*): Invitrogen™, Karlruhe, Germany

Kulturmedium (CHO): HAM'’s F-12 (Biochrom AG, Berlin, Germany)
+ 10% fetales Kalberserum, FCS (Biochrom AG)
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Lysispuffer: 5 ml 1 M Tris-HCL (pH 7,5)
10 ml 0,5M EDTA pH 8,0
2 ml 5 M NaCl
0,5 ml 1 MDDT
50 ul 1 M Spermidin
20 ml 10% SDS
62,45 ml H,O
Neurobasal+: 1 ml Vitamin B27

250 pl Glutamin
500 pl Penicillin/Streptomycin
auf 50 ml mit Neurobasal (w/o Glutamine) (Invitrogen™)

RTG Stock-Lésung: 1 mmol Retigabin (RTG)
10 pl Dimethylsulfid (DMSO)

500 yM RTG Lésung: 5yl RTG Stock-Losung
auf 2ml  mit HAM’s F-12
Die DMSO Konzentration lag bei 2,5%.

TBE: 5mM Tris-Borsaure, 1 mM EDTA, pH 8.0

Trypsin Lésung: Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%, in PBS, w/o Ca?*/Mg**)
Biochrom AG, Berlin, Germany

2.1.3 Vektoren

Fir die Experimente in CHO Zellen wurde der pcDNA3.1hygro
Expressionsvektor  (Invitrogen™, Karlsruhe, Germany) verwendet. Der
pcDNA3.1hygro Vektor ist ein Standardvektor fur Expressionen in Saugetierzellen.
Das eingefuhrte Gen steht unter der Kontrolle eines CMV Promotors. Des
Weiteren besitzt der Vektor einen T3 und T7 Promoter, ein lacZ Gen, ein
Ampicillin- und ein Neomycin Resistenzgen. Abhangig von der Orientierung des
Polylinkers werden eine (+) und eine (-) Form angeboten (pcDNA3.1+ oder
pcDNAS3.1-). Letztlich liefert die Einfuhrung eines Hygromycin Resistenzgens ein

Werkzeug zur Herstellung von stabil transfizierten Zelllinien (pcDNA3.1hygro).

2.1.4 cDNAs der verwendeten Kanale

Wir verwendeten humane Klone von KCNQ2 und KCNQ3 (von Prof. Dr.
Thomas Jentsch zur Verfugung gestellt). Die GenBank™ Zugangsnummern fur die
Sequenzen der genannten Klone lauten wie folgt: hKCNQ2, NM004518; hKCNQ3,
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NMO004519. Die N258S Mutation wurde von Frau Prof. Dr. Ortrud K. Steinlein zur
Verflgung gestellt.

2.1.5 Fusionsproteine

Fir die Untersuchung von heteromeren Kanalen wurden Fusionsproteine
zwschen Ky7.2 oder N258S und der Ky7.3 Untereinheit konstruiert. Hierzu wurde
mit Hilfe der PCR Technik das C-terminale Stop-Codon der Ky7.3 Untereinheit
entfernt und Uber eine zusatzlich eingefligte Sequenz mit dem N-terminalen Ende
der Ky7.2 oder N258S Untereinheit verknupft. Die Zusatzsequenz bestand
hauptsachlich aus einem Poly-A-Anteil und einer zusatzlichen FCYENE Sequenz
(Ma et al., 2001).

2.2 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Arbeiten wurden zum grdéfiten Teil von Frau Dr.

Snezana Maljevic und Jeannette Liebrich durchgeflihrt

2.2.1 DNA Isolation

Zur Genotypisierung der Knock-Out Mauseféten wurden bei der Praparation
der Hippokampi die dazugehoérigen Fotusschwanze entsprechend beschriftet
eingefroren (vgl. Kap. 2.4.4). Zu den Eppendorfgefallen mit den aufgetauten
Mauseschwanzen wurden 500 pl des Lysispuffers und 10 yl Proteinase K
gegeben und Uber Nacht bei 55°C inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte eine 5
minltige Zentrifugation bei 12000 rpm. Der Uberstand wurde in ein weiteres
Eppendorfgefall tberfihrt und 350 pl 100%iges Isopropanol dazugegeben. Durch
vorsichtiges Kippen erfolgte die Vermischung, sodass die DNA ausfiel. Nach 15
min Zentrifugation bei 12000 rpm wurde das entstandene Pellet mit 350 pl 70 %
Ethanol gewaschen. Nach weiteren 5 min Zentrifugation bei 12000 rpm wurde das

Pellet luftgetrocknet und anschliel3end in 50ul destilliertem Wasser geldst.
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2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Genotypisierung wurden 1 pl der gelésten DNA zum PCR-Ansatz
vervollstandigt (siehe unten) und die Reaktion in einer PCR-Maschine (T3
Thermocycler, Biometra, Gottingen, Germany) durchgefuhrt. Die bendtigten
Primer wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Germany) zur Verfigung
gestellt: KCNQ2-Neo-F (5-GGGCCAGCTCATTCCTCCCACTCAT-3'), KCNQ2-
GS-R (5-GGTGATAAGAAGGAACTTCCAGAAG-3'), KCNQ2-GS-F (5-ATCGTG
ACTATCGTGGTATTCGGTG-3). Nach einem 3 minutigem Denaturierungsschritt
bei 94°C folgten 35 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 94°C, 30 s Primerannealing
bei 60°C und 30 s Extension bei 72°C. Nach Ablauf der Zyklen erfolgte ein
Extensionsschritt fur 3 min bei 72°C. Fur die Grolenauftrennung der DNA-
Fragmente wurde die Agarosegelelektrophorese verwendet.

PCR- Ansatz 1yl gel6ste DNA (siehe Kap. 2.2.1)
2yl Primer 1 (10 pmol): KCNQ2-Neo-F
2yl Primer 2 (10 pmol): KCNQ2-GS-R
2yl Primer 3 (10 pmol): KCNQ2-GS-F
1,5yl MgCl
1,5yl 10x Taq Polymerase Puffer
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
0,5ul dNTP's (100 mM)
0,2 yl Taq Polymerase
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
14,3 yl  dest. H,O

2.2.3 Agarosegelelektrophorese von DNA

Mit der Agarosegelelektrophorese erfolgte das Auftrennen von DNA
Fragmenten nach ihrer Anzahl an Basenpaaren. Zur Herstellung der Gele wurde
Agarose (2 %) in TBE Puffer (siehe Kap. 2.1.2 ) kurz in der Mikrowelle aufgekocht.
Um die DNA Banden nach Durchfihrung der Elektrophorese im UV Licht sichtbar
machen zu konnen, fugten wir nach Abkuhlen des Gels auf 60°C 0,1 pg/mi
Ethidiumbromid hinzu. Anschliellend wurde das Gel in eine horizontale Kammer
(Peglab, Erlangen, Deutschland) gegossen. Ein Kamm hielt dabei die zum Laden
der DNA bendtigten Taschen frei und wurde nach Ausharten des Gels vorsichtig
entfernt. Um sicherzustellen, dass die DNA beim Laden in die Geltaschen einsinkt,
wurde jede Probe mit 1/5 des Gesamtvolumens Ladepuffer (siehe Kap. 2.1.2)
vermischt. Die GroRe der DNA Fragmente konnte anhand eines zeitgleich mit den
Proben aufgetragenen kb Markers abgeschatzt werden. Die angelegte Spannung
lag zwischen 100-140 mV. Das zu Beginn beigemischte Ethidiumbromid
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interkalierte bei der Wanderung der Fragmente durch das Gel in die DNA und
ermoglichte  somit eine  Sichtbarmachung sowie  Fotodokumentation
(Transluminator ImageMaster VDS, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Germany) der DNA Banden im UV Licht.

2.3 CHO Zellen als Expressionssystem fur lonenkanale

Chinesische Hamsterovarien Zellen (CHO-K1) sind eines der
Standardexpressionssysteme flr die elektrophysiologische Untersuchung von
lonenkanalen. Ihr Vorteil besteht insbesondere im nur geringen Gehalt an
endogenen Kaliumkanalen, wodurch sie fur die Untersuchung von Ky7.2

besonders geeignet sind (Gamper et al., 2005).

2.3.1 Zellkultur

Die Zellen wurden in wasserdampfgesattigter Atmosphare unter 5% CO,
bei 37°C und 95% Luftfeuchtigkeit in 50 ml Zellkulturflaschen (engl. flask) (Nunc™,
Roskilde, Denmark) gehalten. Die Zellen wurden mindestens alle 3 Tage auf neue
Zellkulturflaschen verteilt. Zum Aufteilen (engl. splitting) des Zellrasens wurden die
Zellen mit PBS gespult, um inhibierende Einflisse von Serumbestandteilen auf die
Trypsinaktivitat zu verhindern. Nach dem Absaugen des PBS wurden die Zellen
fur ca. 1 min mit auf 37°C vorgewarmter Trypsin (0,05%)/EDTA(0,02%)-LOosung
(Biochrom AG, Berlin, Germany) bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
wurde das Trypsin verworfen und die Reaktion durch 5 ml serumhaltiges
HAM'’s F-12 Medium (Biochrom AG, Berlin, Germany) gestoppt. Die Zellen wurden
durch mehrfaches Aufsaugen mit der Pipette vereinzelt und in der gewlnschten
Verdinnung ausgesat. Nach spatestens 50 Passagen wurden die Zellen

verworfen.

2.3.2 Transfektion von CHO Zellen

Fur die Transfektion wurden die CHO Zellen nach Trypsinierung und
Verdlinnung auf 35-mm Kulturschalen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Germany) verteilt und mit serumhaltigem HAM’s F-12 Medium (Biochrom AG,

Berlin, Germany) 24 Stunden inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle wurden



Material und Methoden 24

die Schalen bei 50-80% konfluiertem Zellrasen zur Transfektion ausgesucht. Die
Transfektion erfolgte mit Hilfe von Lipofectamine (Invitrogen™, Karlsruhe,
Germany), hierzu lagen die zu transfizierenden cDNA Konstrukte im

pcDNA3.1hygro Expressionsvektor vor.

Fiar die Transfektion wurden parallel Mischungen aus 125 pl serumfreiem
HAM’s F-12 Medium mit 2 uyg Kanal und 1 ug CD8 cDNA und 125 ul serumfreiem
HAM’s F-12 Medium mit 10 pl Lipofectamine-Reagenz angesetzt. Bei
Experimenten zum dominant-negativen Effekt wurde insgesamt 4 ug Kanal cDNA
und 15 pl Lipofectamine-Reagenz verwendet. Die Losungen wurden vorsichtig
miteinander vermischt und 30 bis 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend
dieser Zeit wurde bei einer ausgewahlten 35-mm Schale das Medium verworfen
und mit 1 ml serumhaltigem Medium bedeckt. Die Lipofectamine-Mischung wurde
hinzugegeben und die Zellen dann 7-10 Stunden oder uber Nacht unter
Standardbedingungen inkubiert. Danach wurde der Transfektionsansatz gegen
komplettes Medium ausgetauscht und die Zellen wurden zur maximalen

Proteinexpression weitere 38 bis 41 Stunden inkubiert.

Am Tag der Messung wurden 35 mm Schalen mit 10% Poly-D-Lysin fur 5
min auf Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 3 Mal mit destilliertem
Wasser gewaschen und mit 2 ml serumhaltigem Medium gefullt. Die transfizierten
Schalen wurden mit PBS gewaschen und nach dem Absaugen des PBS fur ca. 30
bis 40 s mit auf 37°C vorgewarmten Trypsin/EDTA (Biochrom AG, Berlin,
Germany) bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde das Trypsin
verworfen und die Reaktion durch 2 ml serumhaltiges Medium gestoppt. Die
Zellen wurden durch mehrfaches Aufsaugen mit der Pipette vereinzelt und in der
gewunschten Verdunnung auf die mit Poly-D-Lysin behandelten Schalen
ausgesat. Nach weiteren 2-4 Stunden Inkubation unter Standardbedingungen
folgten die elektrophysiologischen Untersuchungen. Die Visualisierung der
transfizierten Zellen erfolgte mittels 1 mindtiger Inkubation mit Dynabeads
(Dynal®, Invitrogen™, Karlsruhe, Germany).
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2.3.3 Einfrieren und Auftauen von Zellkulturzellen

Am Tag der Einfrierungsprozedur wurden die am Vortag gesplitteten Zellen
mit Hilfe von Trypsin und PBS nach der oben beschriebenen Weise gelost. Die
Zellen von insgesamt drei Kulturflaschen wurden mit insgesamt 10 ml kaltem
serumhaltigem Medium in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen (engl. falcon) gegeben.
Diese Suspension wurde in der Zentrifuge sedimentiert (10 min, 3000 rpm), der
Uberstand abgesaugt und der Zellniederschlag in Gefriermedium gegeben (DMEM
mit 10% DMSO). Nach Uberfihrung von 1 ml dieser Suspension in
Einfrierrdhrchen wurden die Zellen zunachst in einer mit Trockeneis geflllten

Styroporbox bei -80°C U.N. eingefroren und dann in flissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem Stickstofftank genommen und
schnellstmdglich in 5 ml kaltes Medium Uberflhrt. Diese Zellkulturflasche wurde
fur 24 Stunden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
AnschlieRend wurde das Medium gewechselt und die Zellen nach der Ublichen
Weise behandelt. Nach 6-10 Passagen konnten die Zellen flr
elektrophysiologische Experimente verwendet werden.

2.4 KCNQ2 Knock-Out Maus

2.4.1 Mausestamm

Die Mause mit der Deletion des KCNQ2-Gens tragen den Stammnamen
B6.129P2-Kcng2™'P9"/J und wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld,
Germany) bezogen. Diese Knock-Out Mause wurden entwickelt und
charakterisiert durch Deltage, Inc. (San Mateo, USA). Dabei wurde ein bakterielles
lacZ Gen (Lac0-SA-IRES-lacZ-Neo555G/Kan) in das KCNQ2 Gen inseriert, so
dass der endogene Genpromoter die Expression von beta-Galaktosidase reguliert.
RT-PCR Untersuchungen zeigen hohe Gentranskription in Gehirn, Riuckenmark,
Hypophyse, Nebenniere, sowie in geringem Grade in Augen, Lymphknoten,
Gallenblase, Magen, Dinndarm, Caecum, Hoden, Nebenhoden, Prostata, Ovarien
und weillem Fettgewebe. Eine Expression der beta-Galaktosidase konnte in

keinem dieser Gewebe festgestellt werden. Heterozygote Tiere zeigen eine
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erhohte Anfalligkeit fur mit Metrazol induzierte epileptische Anfalle als WT Mause.
Homozygote Knock-Out Mause sind letal. Die Daten uber den Phanotyp und die
Genexpression in diesen Mausen wurden bei MGI eingereicht und sind frei
abrufbar. Insgesamt zeigt dieser Mausestamm vergleichbare Eigenschaften mit
den K/O Mausen von Watanabe et al. (2000).

2.4.2 Haltung und Fiitterung

Die Haltung und Futterung der Mause erfolgte artgerecht gemald den
Tierschutz-Richtlinien der Universitat Ulm und dem deutschen Tierschutz-Gesetz

durch das Tierforschungszentrum der Universitat Ulm.

2.4.3 Hippokampuspraparation

Praparation der Foten aus dem Uterus

Die gravide Maus wurde nach der Tétung mit CO, auf dem Rulcken liegend
mit 70% Ethanol desinfiziert. Mit einer chirurgischen Pinzette und einer Schere
wurde der Bauch median von der Symphyse bis zum Processus xyphoideus
eroffnet. Mit einer anatomischen Pinzette und einer frischen, kleineren Schere
wurde das Peritoneum erdffnet und der Uterus entnommen. Er wurde in eine
sterile Gewebekulturschale gelegt. Durchschnittlich zeigte eine gravide Maus 8
Foten. Die [+/+], [+/-] und [-/-] Foten waren makroskopisch nicht voneinander
unterscheidbar.

Praparation des Hippokampus der Mausefoéten

Die Foten wurden aus dem Uterus freigelegt und einzeln prapariert. Nach
der Decapitation und Entfernung der Schadelkalotte wurde das Gehirn aus dem
Schadel herausgeldst und in eine beschriftete Gewebekulturschale mit 4°C kaltem
HBSS eingebracht. Gleichzeitig wurde die zum Embryo gehdérende Schwanzspitze
mit einem Scherenschlag abgetrennt und in einem entsprechend beschrifteten

Eppendorfgefal zur spateren Genotypisierung des Embryos eingefroren.

Nach Entfernung der weichen Meningen und der beiden Bulbi olfactorii

werden die beiden Hemispharen vorsichtig vom Corpus callosum ausgehend vom
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restlichen Gehirn entfernt, so dass sich der Hippocampus in den abgetrennten
Hemispharen als dunkles Band im Hirngewebe darstellt (Abb. 6). Dieser wird
vorsichtig mit einer gebogenen scharfen Pinzette an einem Stiuck herausgetrennt.

Bis zur Aufarbeitung in der Zellkultur wird er auf Eis in HBSS Losung gelagert.

Abb. 6 Lokalisation des embryonalen Hippokampus (aus Peacock et al., 1979)

Die mediale Oberflache der linken und rechten Hemisphare eines Mausefétus. A Bei vorhandenen
Meningen zeigen typische BlutgefalRe die Lage der hippokampalen Fissur (Pfeile) B Nach
Entfernung der Meningen zeigt sich der Hippokampus als dunkles Band im Hirngewebe.

Vorbereitung der Kulturgefale

Als KulturgefalRe wurden sterile 24-well Zellkulturplatten (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Germany) verwendet. In jedes Well, eine sog. Vertiefung in der
Platte, wurden Glasplattchen mit einem Durchmesser von 13 mm unter den
sterilen Bedingungen einer Zellkulturwerkbank hineingelegt. Die Glasplattchen
wurden zuvor zweimal mit ca. 20 ml vergalltem 99,9% Ethanol, einmalig mit 20 ml
Bidest in einem Erlenmeyer-Kolben gewaschen und anschliel3end ausgebacken.
Als Beschichtung wurde pro Well 500 ul Poly-L-Lysin (steril filtriert) aufgebracht,
im  Zellkultur-Inkubator fur eine Stunde inkubiert und anschlieBend mit
autoklaviertem Bidest dreimalig ausgewaschen. Mit 500 yl HBSS (Invitrogen™,
Karlruhe, Germany) in den Wells verblieben die Platten bis zu ihrer Verwendung

am nachsten Tag im Inkubator der Zellkultur bei 37°C.

Ansetzen der Zellkultur

Um nicht erwlinschte Gewebereste zu entfernen wurden das praparierte
Hippokampusgewebe dreimalig mit 10 ml angewarmtes HBSS vorsichtig
gewaschen. Nachdem die Gewebestlcke beim letzten Waschgang auf den Boden
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des 50 ml Zentrifugenréhrchen gesunken waren, wurde der Uberstand bis auf ein
Restvolumen von 1,8 ml abgenommen. Zu den nun gewaschenen
Gewebestlcken wurden 200 pl 2,5%ige Trypsinlésung zugegeben und bei 37°C
fur 20 Minuten inkubiert. Trypsin 16st die Zellverbande auf, ohne dabei die
einzelnen Zellen zu zerstoren. AnschlieBend wurde funfmalig mit HBSS
gewaschen, indem ca. 8 ml zugesetzt und wieder vorsichtig abgenommen wurden.
Beim letzten Waschgang wurde das HBSS auf 1,6 ml abgenommen und 400 pl
DNAse-LOsung zugesetzt (Endkonzentration 0,001 %). DNAse zerstort
freigewordene DNA aus den Zellen. Durch langsames Auf- und Abziehen I6sten
sich die Zellverbande ganz auf. Dies wurde solange wiederholt bis keine
Zellverbande mehr erkennbar waren. AnschlieBend wurde ca. 18 Mal mit
angewarmtem DMEM nachgespllt. Das HBSS in den Wells der vorbereiteten
Kulturschalen wurde durch 500 yl DMEM+ pro Well ersetzt und die bestuckten
Platten in den Inkubator (37°C, Luftfeuchtigkeit 95 %, CO,-Sattigung 5 %)
gestellt.

Pflege der neuronalen Kulturen

Nach ca. 24 Stunden sollte das Medium gewechselt werden. Die
aufgebrachten Zellen haben sich nach dieser Zeit auf den beschichteten
Glasplattchen angeheftet, die beschadigten Zellen sind untergegangen und die
ersten Abbauprodukte der neuronalen Kultur sind in das Medium abgegeben
worden. Die DMEM+ Losung wurde enthommen und durch 600 pl angewarmte
Neurobasal+ Lésung ersetzt. Das Nahrmedium wurde je nach Bedarf alle 5-7

Tage gewechselt.

2.4.4 Genotypisierung

Die Genotypisierung (vgl. Kap. 2.2) erfolgte mit Hilfe der bei der Praparation
eingefrorenen Mausefotenschwanze, sodass fur alle Neurone eine eindeutige
Zuordnung zum Genotyp des Ursprungsféotus moéglich war. Die bendtigten Primer
wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Germany) zur Verfugung

gestellt.



Material und Methoden 29

2.5 Immunofluoreszenz

2.5.1 Farben von Ky7.2 transfizierten CHO Zellen

Fur die Experimente bzgl. der Oberflachenexpression wurden die CHO
Zellen nach der oben beschriebenen Art und Weise vorbereitet und
transfiziert. 7-10 Stunden vor der Farbung wurden die transfizierten Zellen auf mit
Poly-D-Lysin beschichtete Glasplattchen Ubertragen und anschlie3end fur 20 min
mit 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. Nach ausgiebigem Auswaschen mit PBS
wurden die Zellen geblockt und durch 30minutige Inkubation mit 3%igem
Ziegenserum und 0,2% Triton X-100 (in PBS) permeabilisiert. Es folgte ein
Sminutiger Waschschritt in PBS. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem
ersten Antikérper (rabbit anti-KCNQ2, 1:200, Alomone Labs Ltd., Jerusalem,
Israel) Uber Nacht bei 4°C. Nach ausgiebigem Auswaschen mit PBS folgte eine
1stindige Inkubation mit dem zweiten Antikdrper, AlexaFluor488-coupled goat
anti-rabbit  (1:500, Invitrogen™, Karlsruhe, Germany), bei Raumtemperatur.
SchlieBlich wurden die Zellkerne mit DAPI fur 2 min gegengefarbt. Die
Glasplattchen wurden mit Hilfe von ProLong Antifade (Invitrogen™, Karlsruhe,
Germany) versiegelt und haltbar gemacht. Die mikroskopische Untersuchung
erfolgte mit einem Konfokalmikroskop.

2.5.2 Grundzige der Konfokalmikroskopie

Das Konfokalmikroskop (engl. CLSM, confocal laser scanning microscope)
ist ein Lichtmikroskop, welches optisch mikroskopische Schnitte in
dreidimensionalen Strukturen (Geweben) erzeugen kann. Durch
Datenverarbeitung in einem Computer konnen diese Schnitte zu einer raumlichen
Darstellung zusammengeflgt werden. Wird am Lichtmikroskop normalerweise
durch Uberlagerung der lichtoptisch scharf eingestellten Ebene durch anliegende
Ebenen die Auflosung herabgesetzt (verwaschen), so ermoglicht das
Konfokalmikroskop die Darstellung nur einer Schnittebene. Dabei wird das Licht
auf einen Punkt in dieser Ebene fokussiert und durch Verschieben des Punktes
eine ganzheitliche Darstellung der Ebene ermdoglicht. Licht aulierhalb der

gewunschten Ebene wird durch eine Lochblende (Pinhole) unterdruckt. Damit
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reduziert sich die Unscharfe. Durch diese Technik lassen sich hochauflosende
dreidimensionale Bilder generieren (Auflosung bis 200 nm ObjektgroRe). Durch
Verwendung verschiedener Laser und Blenden kénnen vor allem
Fluoreszenzmehrfachmarkierungen mit héchster Genauigkeit dargestellt werden.

Aus den gewonnenen Datensatzen lassen sich die jeweils gewlnschten
Informationen herausfiltern. Die Lichtfrequenzen konnen durch Masken (&hnlich
wie Filter bei der herkdbmmlichen Fluoreszenzmikroskopie) auf die gewlnschten

Spektren reduziert werden.

2.5.3 Durchfuhrung der Immunofluoreszenzaufnahmen

Alle Experimente wurden mit einem an ein Eclipse T300 inverses Mikroskop
(Nikon  Corporation, Tokyo, Japan) angebrachtes Radiance 2000
Konfokalmikroskop (Bio- Rad Cell Science Division, Hemel Hempstead, United
Kingdom) durchgefuhrt. Dieses System war bestickt mit drei Lasern, Argon-lon
(Wellenlange: 488 nm und 514 nm), Ne-He (543 nm) und Red diode (639 nm),
und 3 Photomultipliern. Bilder wurden 24-48 Stunden nach Transfektion
angefertigt. Die Aufnahmen und die Analyse erfolgte mit Hilfe der Lasersharp 2000
Software (Biorad). Die Immunofluoreszenzaufnahmen wurden zum grofiten Teil

von Frau Dr. Snezana Maljevic durchgefuhrt.

2.6 Elektrophysiologie

In der vorliegenden Arbeit wurde zur elektrophysiologischen
Charakterisierung der Ky7.2 Mutation und der KCNQ Knock-Out Neurone die von
Neher und Sakmann im Jahre 1976 zur Messung von lonenkanalen entwickelte
Patch-Clamp Technik verwendet. Neher und Sakmann entwickelten die Patch-
Clamp-Technik, um einzelne lonenkanale in biologischen Membranen zu
untersuchen, jedoch haben sich seit der Einfuhrung der Patch-Clamp-Technik
zahlreiche andere Anwendungsmaglichkeiten ergeben, so dass die Patch-Clamp-
Technik heute die wohl meistverwendete Messmethode in der Elektrophysiologie

ist.
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2.6.1 Patch-Clamp Technik

Bei Patch-Clamp Experimenten wird mit Hilfe eines Mikromanipulators und
standiger, mikroskopischer Sichtkontrolle eine Glaspipette vorsichtig auf die zu
messende Zelle aufgesetzt. Um einen hohen Abdichtwiderstand (engl. seal)
zwischen Pipette und Zellmembran zu erhalten wird ein Membranflecken (engl.
patch) vorsichtig an die Pipettendffnung gesaugt und es kommt zu einem direkten
Kontakt zwischen Glas- und Membranoberflache. Das Membranstick unter der
Pipette wird damit elektrisch effektiv. von der Umgebung und ihrem
Hintergrundrauschen isoliert, wobei die Widerstande zwischen Pipetteninnerem
und Badlosung im Bereich mehrerer Gigaohm liegen konnen, sog. Gigaseal. Nach
der Bildung des Gigaseals ist die Verbindung zwischen Membran und Messpipette
so fest, dass verschiedene Manipulationen mdglich sind (Abb. 7). So kénnen nicht
nur Kanal6ffnungen gemessen werden, indem man die Pipette auf die
Zellmembran aufsetzt (Cell-attached-Konfiguration, siehe Kap. 2.6.4.1), sondern
es lasst sich durch einen kurzen Saugimpuls das Membranstick unter der Pipette
durchbrechen (Whole-Cell-Konfiguration, siehe Kap. 2.6.4.2). Dabei erhalt man
einen offenen Zugang zum Zytoplasma und es resultiert eine Konfiguration, bei
der man die Strome durch die gesamte Zellmembran messen kann. Durch
Zuruckziehen der Pipette kann man das Membranstick aus der Zellmembran
herausreien und die im Membranfleck vorhandenen Kanale zellfrei messen.
Durch unterschiedliche Manipulationen lassen sich diese Membransticke so
anordnen, dass entweder die ursprungliche zytoplasmatische Seite der
Zellmembran zur Badlésung weist (Inside-out-Konfiguration) oder die

extrazellulare Oberflache (Outside-out-Konfiguration).

Bei der Patch-Clamp Technik handelt es sich um ein spezielles Voltage-
Clamp- oder Spannungsklemmverfahren, d.h. es wird das Membranpotential
festgelegt und der dabei durch die Membran flieRende Strom gemessen. Bei
Patch-Clamp Experimenten ermoglicht ein Schaltkreis, der sog. Strom-
Spannungs-Wandler, eine Spannungsmessung und Strominjektion mit nur einer
Elektrode. Bei Abweichung zwischen Pipettenpotential und Kommandopotential
vermittel der Strom-Spannungs-Wandler -des in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Verstarkers- Uber einen Ruickkopplungswiderstandes einen

Kompensationsstrom bis die Differenz aufgehoben ist (Abb. 8). Dieser
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Kompensationsstrom ist genauso grol3 wie der Strom, der durch die Membran
flieRt und lasst Schlisse auf die Leitfahigkeit der Membran zu.

FiUr die elektrophysiologische Charakterisierung des Feuerungsverhaltens
von Neuronen muss man nach Durchbrechung der Membran zur Whole-Cell-
Konfiguration in die sog. Current-Clamp- oder Stromklemmenanordnung
umschalten, in der man den Strom durch die Membran fest vorgeben kann und die
resultierenden Potentialschwankungen registriert. Einzelheiten der in der

vorliegenden Arbeit verwendeten Konfigurationen werden in den entsprechenden
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Abb. 7 Schema der unterschiedlichen Messkonfigurationen der Patch-Clamp-Technik und
ihre Herstellung. (nach Hamill et al., 1981)
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Vorzeichenkonventionen

Ein Strom positiver lonen in die Zelle hinein ist ein Einwartsstrom und wird
definitionsgemafl mit negativem Vorzeichen belegt, ein Strom positiver lonen aus
der Zelle heraus ist ein Auswartsstrom und wird definitionsgemald mit einem

positivem Vorzeichen belegt.

/2

Pipette
/ OPA . Strom-
é/ / messung
+
Kommando-
spannung

Abb. 8 Schema des Axoclamp 200B

Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstarkers (modifiziert nach Numberger et Draguhn,
1996). OPA: Operationsverstarker, R Riickkopplungswiderstand Kommt es zu einer Abweichung
zwischen Pipettenpotential und Kommandospannung, dann entsteht am Ausgang des OPA eine
Spannung, die proportional zu dieser Differenz ist. Diese Spannung fiihrt Uber den R zu einem
Kompensationsstrom, der solange fliel3t bis das Potential der Pipette dem Kommandopotential
entspricht.

2.6.2 Aufbau des Messstandes

Der Messstand war auf einem schwingungsgedampften Tisch mit
Luftdruckfederung aufgebaut, da selbst die geringsten Bewegungen zwischen
Praparat und Pipette die hochempfindlichen Patch-Clamp-Messungen storen
konnen. Zur Optimierung des Signal-Rausch-Verhaltnisses war die gesamte
Messanordnung durch einen Faraday-Kafig umgeben, welcher zur mechanischen
Entkopplung des Kafigs vom eigentlichen Messtisch auf eigenen Beinen stand.
Die Annaherung an die Zellen erfolgte unter einem Axiovert S100TV Mikroskop
(Carl-Zeiss, Jena), einem inversem Mikroskop. Da das Objektiv nach oben
gerichtet ist, bleibt oberhalb des Praparates ausreichend Platz fur die Messpipette
und die anderen Aufbauten. Der Raum Uber dem Praparat wird nur durch die
Beleuchtungseinrichtung mit dem Kondensator begrenzt, allerdings tragt die Nahe
des Kondensators zur Messpipette zum Rauschen bei. Fur Einzelkanalmessungen
wurde ein hydraulischer Mikromanipulator (Narishige, Tokio, Japan) verwendet,

um das elektrische Rauschen zu reduzieren. Fur die restlichen Messungen kam
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ein elektrischer, motorgetriebener Mikromanipulator (SM-5, Luigs&Neumann,
Ratingen, Germany) zum Einsatz. Der Patch-Clamp-Verstarker Axopatch 200B
(Axon Instruments, Union City, USA) besteht aus zwei Komponenten: dem
Vorverstarker (engl. headstage), und einem nachgeschalteten Hauptverstarker
(engl. amplifier). Im Vorverstarker ist der Strom-Spannungs-Wandler
untergebracht (vgl. Abb. 8). Der Hauptverstarker dient der Signalfilterung und -
verstarkung und ist die Bedienungsoberflache fir die Steuerung des
Vorverstarkers. Der Hauptverstarker ist Uber einen AD/DA (Analog-Digital/Digital-
Analog)-Wandler (Digidata 1320A, Axon Instruments, Union City, USA), welcher
das analoge Signal des Verstarkers in digitale Zeichen umkodiert, mit einem
Computer (Intel Pentium Ill) verbunden. Die Datenerfassung und Stimulation
erfolgte Uber die Clampex (pClamp8.2, Axon Instruments, Union City, USA)
Software (vgl. Abb. 9).

T | . PC

IOmLLa
LHLTLER ]

Abb. 9 Aufbau des Patch-Clamp Messplatzes (nach Schuhmann, 1995).

F: Faraday-Kafig, T: schwingungsgedampfter Tisch, M. Mikroskop, HS: Headstage, Mm:
Mikromanipulator, O: Oszilloskop, D: AD/DA-Wandler, V: Verstarker, LN: Steuergerat des
Mikromanipulators, PC: Computer
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2.6.3 Korrektur von Offset, Leckstromen und kapazitiven Artefakten

Aus dem elektrischen Ersatzbild des Patch-Clamp Experiments (vgl. Abb.
10) werden Fehlerquellen sichtbar. Die Zellmembran einer kugelformigen Zelle
kann man elektrisch durch ihren Widerstand (Rn) und eine parallel angeordnete
Kapazitat (Cn) darstellen. Die Pipette ist im Whole-Cell-Modus mit dem
Zellinneren leitend verbunden, wobei zwischen Silberdraht und Zellsoma ein
Widerstand liegt. Dieser setzt sich aus dem Serienwiderstand Rs, und dem
Pipettenwiderstand (Rpip) zusammen, welcher durch das Ansaugen von
Membranbestandteilen oder Organellen im Mindungsbereich der Pipette deutlich

erhoht wird.

Der sog. Spannungsfehler entstent dadurch, dass beim Anlegen einer
Kommandospannung am Serienwiderstand eine Spannung abfallt. Des Weiteren
fuhrt ein hoher Serienwiderstand zu einer Verlangsamung der Umpolung. Je
geringer der Widerstand der Pipette, desto niedriger der Serienwiderstand. Eine
Reduktion des Serienwiderstands wird v.a. durch eine Reduktion des
Pipettenwiderstands erreicht. Dabei hangt der Widerstand nicht nur von der
Spitzendffnung sondern auch von der Form der Flanken ab. Der
Flankenwiderstand ist umso grofler, je langer die Pipettenspitze ist. Flr
Ganzzellableitungen wurden Pipetten mit einem Widerstand 1-2 MQ verwendet,
fir Einzelkanalableitungen mit einem Widerstand 8-12 MQ. Schlie8lich bietet der
Axopatch 200B Verstarker einen Schaltkreis, mit dem man manuell den
Spannungsfehler kompensieren kann, indem man zur Kommandospannung noch
einen zusatzlichen Anteil addiert, der proportional zum gerade injizierten Strom ist
und somit einen Teil des erwarteten Spannungsverlustes ausgleicht.

Leckstrome sind Strome, die zwischen Pipette und Membran in die
Badlosung ,flieBen®. Ein Leckstrom erzeugt systematisch Uberhohte Werte fir den
notwendigen Kompensationsstrom der Spannungsklemme und erhoht zudem das
Rauschen. Die Erhdéhung des Leckwiderstandes (Abb. 10) wird durch die
Verbesserung der Seals mit mdglichst hochohmigen Widerstanden erreicht,
insbesondere bei Einzelkanalableitungen erhalt man brauchbare Messungen erst
ab Seals Uber 100-1000 MQ.
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Unter Offsetpotentialen versteht man Spannungen, die nicht vom
biologischen Praparat oder vom Kommandopotential herrihren, sondern an
Ubergéangen innerhalb  der  Messkette-Pipettenldsung-Badlésung-Erdung
entstehen und somit Abweichungen zwischen dem angezeigten und dem
tatsachlichen Potential erzeugen. Wichtige Quellen fur Offsetpotentiale sind
Polarisierungen an den Silber/Silberchlorid-Elektroden und Ubergangspotentiale
zwischen Bad- und Pipettenlésung (sog. liquid junction potential). Letzterer wurde
in den vorliegenden Experimenten nach Eintauchen der Messpipette in die
Badlosung manuell am Hauptverstarker durch einen speziellen Schaltkreis
eliminiert, sodass zwischen Pipette und Bad kein Strom floss. Um Offsetpotentiale
zu vermeiden wurden die Silberdrahte, die als Elektroden den Vorverstarker mit
der Pipettenlésung und den Erdungsleiter mit der Badlésung verbinden,
regelmaldig chloriert. Dazu wurden die Silberdrahte Uber Nacht in konzentrierte
Chlorbleiche (DanKlorix, Colgate Palmolive GmbH, Hamburg, Germany)
eingetaucht, so dass sich nach folgender Gleichung ein feiner, matt dunkelgrauer
Silberchlorid Uberzug auf dem Draht bildete:

Ag+Cl = AgCl + e
Insbesondere fur die Einzelkanalmessungen wurden nur frisch chlorierte
Elektroden verwendet, die vor den Experimenten mit Ethanol gewaschen und mit

Druckluft getrocknet worden sind.

Bei jeder Anderung der Kommandospannung kommt es zundchst zu einem
Umladeprozess der Pipettenkapazitat (Cpip) und der Zellkapazitat (Cn) (vgl. Abb.
10). Dies fuhrt bei rechteckformigen Sprungen der Kommandospannung zu
kapazitiven Artefakten, die sich als rasch ansteigende und exponentiell abfallende
Strome zeigen und zur Verlangsamung der Umladung flhren. Eine Beschichtung
(engl. coating) der Pipette mit einer hydrophoben Substanz flhrt zu einer
VergroBerung der Wandstarke der Pipettenspitze und senkt somit die
Pipettenkapazitat und das kapazitive Rauschen. Des Weiteren wird durch die
hydrophobe Beschichtung verhindert, dass sich ein Wasserfilm am Schaft der
Pipette hochzieht, der ebenfalls das kapazitive Rauschen erhdhen wirde.
Gleichzeitig haben dickwandige Kapillare durch eine bessere elektrische Isolation
ein geringeres Hintergrundrauschen. Die Beschichtung der Pipetten mit Sylgard

(Dow Corning, Wiesbaden, Deutschland) wurde in der vorliegenden Arbeit nur fur
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die Einzelkanalmessungen durchgefuhrt. Schliellich bietet der Axonpatch 200B
Verstarker verschiedene Schaltkreise zur Kompensation der kapazitiven Artefakte
durch die Zell- und Pipettenkapazitat. Nach Einbringen der Pipette erfolgte die
Offsetkompensation und Kompensation der Pipettenkapazitdt durch die
Verstarkerfunktionen der schnellen und langsamen Kompensation. Nach
Herstellung der Ganzzellkonfiguration erfolgte eine 90%ige Serienwiderstands-

und Zellkapazitatskompensation.

Da eine ganzliche Elimination der kapazitiven Artefakte und Leckstrome
nicht gelingt, wurde von Armstrong und Bezanilla (1974) das sog. -P/n-
Pulsprogramm eingefuhrt (,leak subtraction“): Dabei werden vor dem Haupt-
Pulsprotokoll ,P“ n mit dem Faktor -1/n skalierte Kopien dieses Protokolls
ausgefuhrt. Die Strome, die wahrend dieser Prapulse registriert werden, beruhen
nur auf Kapazitaten und Leckstromen, da bei den hyperpolarisierenden Prapulsen
keine Kanale aktiviert werden. Die Strome wahrend der Prapulse werden addiert
und die Summe von dem wahrend des Haupt-Pulsprotokolls registrierten Stromes
abgezogen. Eine solche Leaksubstraktion wurde bei allen Ganzzellableitungen in
CHO Zellen verwendet.

Das elektrische Hintergrundsrauschen einer Zelle wird hauptsachlich durch
die vielen Kanale auf der gesamten Oberflache der Zelle hervorgerufen. Bei der
Einstellung eines Gigaseals wird der Membranflecken unter der Messpipette
elektrisch von seiner Umgebung isoliert, sodass ein hochohmiger Seal v.a. bei
Einzelkanalmessungen eine besondere Rolle spielt. Aber auch das Rauschen
durch die elektronischen Komponenten des Verstarkers und muss berucksichtigt
werden. Die wesentliche Quelle des Rauschens im niederfrequenten Bereich ist
das sog. Netzbrummen, also Einstreuungen des elektromagnetischen
Wechselfeldes, das vom o6ffentlichen Spannungsnetz erzeugt wird und sich durch
die metallischen Komponenten und stromflihrenden Kabel in den Messaufbau
ubertragt (Frequenz 50 Hz). Der Faradaykafig richtet sich v.a. gegen dieses
niederfrequente Rauschen. Deshalb befanden sich wahrend
Einzelkanalmessungen nur der luftgelagerte Messtisch mit dem Mikroskop und
dem Mikromanipulator im Faradaykafig. Alle Teile waren elektrisch leitend

miteinander verbunden und wurden Uber den Erdungseingang des Verstarkers
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geerdet, wobei darauf geachtet wurde, dass keine Erdungsschleifen entstehen.
Hochfrequentes Rauschen entsteht durch zahlreiche, komplexe Vorgange an den
Messpipetten oder im Vorverstarker an sich und spielt v.a. bei
Einzelkanalmessungen eine wichtige Rolle. Das Rauschen im Vorverstarker
entsteht v.a. am Ruckkopplungswiderstand R:; Da das Rauschen eines
Widerstandes invers mit der GroRe des Widerstandes abnimmt, verwendet der
Axopatch 200B Verstarker bei Messungen im ,Cell-attached® Modus einen
,unendlich hohen R; in Form eines Kondensators als Rulckkopplungselement
(Axon Instruments, 1999). Zur weiteren Rauschreduktion wurde fur die
Einzelkanalmessungen ein kurzer Pipettenhalter verwendet, der an jedem
Versuchstag mit Methanol grindlich gewaschen und mit Druckluft getrocknet
wurde. Die Pipetten wurden gekirzt und mit Sylgard beschichtet. Der
Pipettenwiderstand lag zwischen 8 und 12 MQ. Des Weiteren wurde die
Eintauchtiefe durch Reduktion der Badlosung in den Kulturschalen auf das
Notigste verringert. Brauchbare Einzelkanalmessungen wurden v.a. bei Seals
uber 10 GQ beobachtet. Um das hochfrequente Rauschen der Signale weiter
abzusenken, wurde der im Hauptverstarker integrierte Tiefpassfilter (engl. low

pass) verwendet.
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Abb. 10 Vereinfachtes elektrisches Ersatzbild des Patch-Clamp Experiments

R,: Serienwiderstand aus Pipettenwiderstand (R,) und Membrandffnung (Ry), C,: Kapazitat der
Pipette, R,: Leckwiderstand, C,: Kapazitat der Zelle (bestimmt durch die GrofRe der Zelle), R,:
Widerstand der Zellmembran (bestimmt durch die Anzahl der gedffneten Kanalen)
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2.6.4 Durchfiuhrung der Patch-Clamp Experimente

Die zu untersuchenden Zellen wurden wie unter Kap. 2.3 beschrieben
vorbereitet. FUr unsere Patchpipetten verwendeten wir ausschliel3lich Borsilikat-
Glaskapillaren (1,05x1, 50x100 mm mit Filament) (Science Products, Hofheim,
Germany). Zum Ziehen der Pipetten verwendeten wir ein Pipettenziehgerat oder
Puller (DMZ-Universal Puller, Zeitz-Instrumente GmbH, Minchen, Germany). Eine
Pipette wurde in zwei Arbeitsgangen gezogen. Durch die Parameter Hitze,
Zugkraft und -geschwindigkeit beim Pipettenziehgerat kann die Form und der

Offnungsdurchmesser variiert werden (Bedeutung siehe Kap. 2.6.3).

Die elektrophysiologischen Experimente wurden bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Die Kulturschale mit den zu untersuchenden Zellen wurde in der
daflr vorgesehenen Vertiefung in der Mitte des Objekttisches platziert. Nach
Einbringen der Pipette in die Badlésung erfolgte in der ,Voltage-Clamp®
Konfiguration die Offsetkorrektur. Unter mikroskopischer Sichtkontrolle wurde mit
Hilfe einer Spritze Unterdruck appliziert und die ,Cell-attached” Konfiguration
erreicht. Jetzt wurden die kapazitiven Artefakte der Pipette, des Pipettenhalter und
des Membranflecks kompensiert, die als sehr schnelle Transienten am Anfang
und Ende der Testspannungspulse erschienen. Durch einen kurzfristen
Unterdruckpuls wurde die Ganzzellkonfiguration erreicht und es folgte eine 70-

90%ige Serienwiderstands- und Zellkapazitatskompensation.
2.6.4.1 Einzelkanalmessungen (,,Cell-attached) an CHO Zellen

Nach der Bildung eines Gigaseals befindet sich das Praparat in der Cell-
attached-Konfiguration, in welcher die Einzelkanalmessungen in der vorliegenden
Arbeit durchgeflhrt worden sind. Aus den unter Kap. 2.6.3 genannten Grinden
wurden fur diese Messungen ausschlieBlich gekurzte, mit Sylgard beschichtete
Pipetten mit einem Widerstand zwischen 10 und 12 MQ verwendet. Die Pipetten
wurden nach dem Ziehen zur Verbesserung der Abdichtungseigenschaften erneut
erhitzt. Bei dem sog. Hitzepolieren (engl. fire polishing) wird unter mikroskopischer
Sichtkontrolle die Pipettenspitze sehr nah an ein Glihfilament herangeflhrt wird,

so dass die Rander der Pipettenspitze rundgeschmolzen werden.
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Die Eintauchtiefe der Pipette wurde so gering wie moglich gehalten. Ferner
wurden kurzere Pipettenhalter verwendet, die an jedem Versuchstag mit Methanol
grundlich gewaschen und mit Druckluft getrocknet wurden. Der Kondensor des
Mikroskops wurde separat geerdet und schlief3lich die Beleuchtungsanlage zu den
Messungen von der Stromversorgung getrennt. Aullerdem wurde ein
hydraulischer Mikromanipulator verwendet. Die Signale wurden mit einer Sampling

Rate von 5 kHz aufgenommen und mit 1 kHz tiefpass-gefiltert.

Die Membran unter der Pipette bleibt bei dieser Messanordnung intakt, so
dass sich alle Proteine auf der intrazellularen Seite der Membran in ihrer
natlrlichen Umgebung befinden und alle Second-Messenger Systeme sowie die
intrazellularen lonenkonzentrationen unbeeinflusst bleiben. Nur unterhalb der
Pipette wird das extrazellulare Potential vom Verstarker kontrolliert. Das
resultierende Membranpotential ist dort gleich dem Ruhepotential der Zelle
abzuglich des Pipettenpotentials:

AU =Upem - Ukom
Dabei ist Uyem das Membranpotential, das durch die verwendeten Losungen
(siehe Kap. 2.6.6) auf ca. 0 mV eingestellt wurde, und Ukom die angelegte

Kommandospannung.

2.6.4.2 Ganzzellmessungen (,,Whole-Cell“) an CHO Zellen

Nach der Bildung der ,Cell-Attached” Konfiguration wurde durch einen
kurzfristen Unterdruckpuls die Ganzzellkonfiguration (,Whole-Cell* Modus)
erreicht, in welcher die Charakterisierung der Kanaleigenschaften in CHO Zellen
erfolgte. Nach Durchbrechen der Membran wurde den CHO Zellen bei einem
Haltepotential von -80 mV ausreichend Zeit zum Austausch zwischen dem
intrazellularen Milieu und der Pipettenldsung mit anschlieBender 70-90%ige
Kompensation des Serienwiderstand und der Zellkapazitat. Die am
Hauptverstarker manuell eingestellten Werte fir den Serienwiderstand und
Zellkapazitat wurden fur jede Messung kontrolliert und notiert. Fur die
Ganzzellableitungen wurden ausschliel3lich unbeschichtete Pipetten mit einem
Widerstand von 1-2 MQ verwendet. Die Signale wurden mit 1-2 kHz tiefpass-
gefiltert und bei einer Sampling Rate von 4-5 kHz aufgenommen. Die verwendeten

Pulsprotokolle wurden durch eine Lecksubtraktion erganzt (siehe Kap. 2.6.3).
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2.6.4.3 Ganzzellmessungen (,,Whole-cell“) an Neuronen

Zur Bestimmung des M-Stroms wurden Ganzzellableitungen in
hippokampalen Neuronen von KCNQ Knock-out Mausembryos durchgefuhrt. Die
Herstellung der Ganzzellkonfiguration erfolgte entsprechend der Experimente in
CHO Zellen. Es wurden ausschlieldlich unbeschichtete Pipetten mit einem
Widerstand zwischen 1 und 2 MQ verwendet. Die Signale wurden bei einer
Sampling Rate von 5 kHz aufgenommen und mit 1 kHz tiefpass-gefiltert. Die

verwendeten Pulsprotokolle waren ohne Leaksubtraktion.

Die Kompensation der Zellkapazitat und des Serienwiderstandes gestaltet
sich an verzweigten Zellen wie den hier gemessenen Neuronen als schwierig und
unzureichend. Dieses Phanomen ist als das sog. ,Space-Clamp-Problem®
bekannt. Zur Abschatzung der Zellkapazitat wurde das sog. ,Time Domain®
Verfahren (Sakmann et Neher, 1995) verwendet, welches als ,Membranetest®-
Option in der Clampfit Software (pClamp 8.2) verfugbar ist. In der Cell-attached
Konfiguration wurden zunachst die transienten kapazitiven Strome der Pipette und
des Pipettenhalters gut kompensiert. Nach Durchbrechen der Membran wurde ein
mittlerer Frequenzbereich fur den Tiefpass-Filter gewahlt und die “Membranetest*-
Option aufgerufen. In diesem Protokoll wird die Stromantwort auf einen
rechteckformigen Spannungspuls gemessen. Man erhalt einen fast senkrecht
ansteigenden kapazitiven Ladestrom, welcher dann exponentiell abfallt bis nur
noch der Haltestrom (lofset) Ubrig bleibt. Aus der Zeitkonstante t des
exponentiellen Rickganges konnen die Zellkapazitat (Cr,), Serienwiderstand (Rj)

und Membranwiderstand (Rn) berechnet werden:

t=R, Cn (1)
- RaRpy
Rp - (Ry*+Rrm) (2)

Die Parameter logiset, T, Cm, Ra und R, wurden fur jede Messung notiert.
SchlielBlich wurde der so ermittelte Wert der Zellkapazitat fir die manuelle
Kompensation der Zellkapazitat und des Serienwiderstandes am Hauptverstarker
verwendet. Der manuell ermittelte Serienwiderstand wurde fur alle Messungen

notiert.
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2.6.4.4 Stromklemmmessungen (,,Current-Clamp“) an Neuronen

Nach Durchlaufen des M-Strom Protokolls wurde mit der Verstarkeroption
.1=0% d.h. der Strom durch die Zellmembran wurde auf 0 A geklemmt und das
dazugehorende Potential, das Ruhemembranpotential, gemessen und fur jedes
Neuron notiert. Anschlielend wurde am Hauptverstarker in den ,Current-Clamp*
Modus umgeschaltet. Vor jedem Pulsprotokoll wurde das Ruhepotential -je nach
Protokoll- manuell am Hauptverstarker auf -70 mV oder -60 mV gebracht und das

Pulsprotokoll gestartet.

Im Gegensatz zu den meisten Patch-Clamp Verstarkern besitzt der in
dieser Arbeit verwendete Axopatch 200B Verstarker Schaltungen zur
Serienwiderstandkompensation im Current-Clamp Modus. Allerdings ist dadurch
die Umschaltgeschwindigkeit des Verstarkers verlangsamt, wodurch bei
bestimmten Kombinationen an Pipettenwiderstanden und Zellkapazitaten der
Verstaker der schnellen Anstiegszeit eines Aktionspotentials nicht folgen kann und

die Aktionspotentiale verzerrt werden.

2.6.5 Protokolle und Datenauswertung

2.6.5.1 Ganzzellableitungen an CHO Zellen

Leitfahigkeits-Spannungs-Kurven

Die CHO Zellen wurden auf ein Potential von -80 mV geklemmt und
anschlieBend in 10 mV Schritten fur 2 Sekunden bis zu einem maximalen
Potential von +60 mV depolarisiert. Es schloss sich jeweils ein 500 ms langer
hyperpolarisierender Puls auf -120 mV an, um die sog. Tail-Strdbme zu messen,
deren Amplitude lediglich von der Anzahl der geotffneten Kanale abhangt, um
damit Leitfahigkeits-Spannungs-Kurven erzeugen zu konnen. Die Kurven wurden
jeweils zur minimalen Amplitude der Tail-Strdéme normalisiert, und es wurde die

nachfolgend aufgeflhrte doppelte Boltzmann Funktion an die Daten angepasst:

min(V)=A4/{1+exp[(V4-V)/kq [}+A{1+exp[(V2-V)/ko]},



Material und Methoden 43

wobei l/lnin der normalisierten Tail-Stromamplitude, V1 und V, den Potentialen bei
halbmaximaler Aktivierung, k¢ und k; Steigungsfaktoren sowie A; und A; den

maximalen Amplituden der zwei Boltzmann Funktionen entsprechen.

Stromdichte

Zum Vergleich der Stromdichte zwischen den unterschiedlichen
Expressionen (engl. current density) wurde die durchschnittliche Stromamplitude
in den letzten 100 ms am Ende des 2-sekundigem Depolarisationspulses auf +20
mV gemessen und durch die Zellkapazitat, die am Hauptverstarker abgelesen

wurde, dividiert.

Bestimmung der Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung

Zur Bestimmung der Zeitkonstanten fur die Aktivierung wurden
Exponentialfunktionen zweiter Ordnung an den ansteigenden Teil der Strome bei
verschiedenen Potentialen angepasst. Um die Zeitkonstanten der Deaktivierung
zu bestimmen, zeichneten wir nach einem 2 s Depolarisationspuls auf +50 mV
Tail-Strome fur Potentiale zwischen -30 und -140 mV auf. An den abfallenden

Anteil der Strome wurden Exponentialfunktionen erster Ordnung angepasst.

Die Gleichung der verwendeten Exponentialfunktion erster Ordnung lautet:
A)= AO + A1 *exp (-t /1),
und die Gleichung der verwendeten Exponentialfunktion zweiter Ordnung lautet:
A(t) = A0 + A1 *exp (-t/r1) + A2 *exp (-t/rz),
wobei A der Stromamplitude zum Zeitpunkt t, Ao der persistierenden
Stromamplitude im Gleichgewicht, A sowie A, den Amplituden der Transienten, t

der Zeit und 1, 14, 12 den Zeitkonstanten der Exponentialfunktionen entsprechen.
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Abb. 11 Protokolle und Datenauswertung der Ganzzellableitungen in CHO Zellen

A zeigt das Aktivierungsprotokoll. Ruhepotential bei -80 mV geklemmt mit 2-sekindigen
Depolarisierungspulse in 10 mV Schritten bis zu einem maximalen Potential von +60 mV,
anschlieend ein 500 ms langer hyperpolarisierender Puls auf -120 mV, um die sog. Tail-Stréme
zu messen B zeigt das Deaktivierungsprotokoll. Ruhepotential bei -80 mV geklemmt mit einem
konstanten, 2,5 s langen Depolarisationspuls auf +50 mV mit anschlieRendem 500 ms langen
Hyperpolarisierungspulsen in 10 V Schritten von -30 mV bis -140 mV, um Tail-Stréme zu messen.

2.6.5.2 Einzelkanalmessungen in CHO Zellen

Da der Strom, der in einem bestimmten Zeitraum durch einen lonenkanal
fliefit, durch die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals und der
Einzelkanalstromamplitude bestimmt wird (vgl. Kap. 1.3), lag der Fokus unserer

Einzelkanalexperimente auf der Bestimmung dieser Parameter. Dazu wurden
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nach manueller Eingabe der gewunschten Kommandospannung in der Clampex
Software (pClamp 8.0, Axon Instruments, Union City, USA) sog. ,gap-free®
Protokolle verwendet, bei denen alle Ereignisse ohne Unterbrechung und

Veranderung aufgenommen werden. Die Zellen wurden vom Ruhepotential bei -80

mV mit 15 s andauernden Protokollen in 20 mV Schritten auf +60 mV depolarisiert.
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Abb. 12 Auswertung der Einzelkanalmessungen in CHO Zellen

Rreprasentative ,gap-free“ Aufnahmen in der Cell-attached Konfiguration (A) und entsprechendes
»#Alle-Punkte-Histogramm® (engl. all-point histogram) (B). Die Differenz zwischen der
Grundlinien(lp)- und der Offnungsamplitude (I;) des Kanals ergibt die Einzellkanalamplitude (/). Die
Flachen unterhalb der Gaul3-Kurven liefern die Offenwahrscheinlichkeit (Po, ,open propability®) des
Kanal. Das Auftragen der Amplituden in Abhangigkeit von der angelegten Spannung ergibt die
Strom-Spannungs-Kurve (C). Die Steigung dieser Kurve liefert die Leitfahigkeit des Kanals (,slope
conductance®).

Die aufgezeichneten Daten wurden mit Hilfe von Fetchan 6.0 (Axon
Instruments, Union City, USA) und pSTAT (Axon Instruments, Union City, USA)
analysiert. Bei jeder gemessenen Spannung wurde ohne weiteres Bearbeiten des
Datenmaterials ein sog. ,Alle-Punkte-Histogramm® (,all-point histogram®) erstellt,
wobei alle Messpunkte gesammelt, in GroRenklassen eingeteilt und die Haufigkeit
der Ereignisse in jedem Intervall bestimmt werden. Durch statistische
Schwankungen und Rauschen ergeben sich Normalverteilungen im Bereich der
Grundlinie und um die Offnungsamplitude. Im Falle mehrerer Kanale in einem
Patch erhdlt man durch Uberlagerung der Offnungen  mehrere
Offnungsamplituden, die sich um ein ganzes Vielfaches voneinander
unterscheiden. Die mittlere Amplitude zu jedem Zustand erhalt man durch die
Anpassung einer Gauld-Funktion. Die Differenzen dieser Werte zur Grundlinie

ergeben die mittlere Offnungsamplitude des Kanals (Abb. 12). Durch Auftragen
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der Einzelkanalamplituden bei verschiedenen Haltepotentialen in Abhangigkeit
vom Potential erhalt man die Strom-Spannungs-Kurve (engl. |-V curve) des
Kanals, an die eine lineare Funktion angepasst wurde. Die Steigung der Kurve
entspricht der Leitfahigkeit (engl. slope conductance) des Kanals (Abb. 12). Auf
die Anwesenheit lediglich eines Kanals wurde aus dem Fehlen von
Uberlagerungen bei positiven Spannungen geschlossen. Bei Uberlagerungen
wurde durch die Anzahl der unterschiedlichen Zustéande auf die Mindestanzahl an
aktiven Kanalen geschlossen. Die Flachen unterhalb der Gau-Kurven sind
proportional zur Zeit, welche der Kanal in diesem Zustand verbrachte, und lassen
somit auf die Offenwahrscheinlichkeit (Po, engl. open propability) des Kanal
schlielen. Mit Hilfe der pSTAT Software konnte der jeweilige Anteil der Flache im
Bereich der Offnungsamplitude zur Summe der Flachen im Bereich der Grundlinie
und Offnungsamplitude ermittelt werden, welcher der Offenwahrscheinlichkeit
entspricht. Im Falle mehrerer aktiver Kanadle konnte die Offenwahrscheinlichkeit

mit Hilfe der folgenden Formel berechnet werden:
N

NPo= thj) T

=1
Dabei entspricht ; der auf dem Niveau j= 0, 1, 2...N verbrachten Zeit; T ist die
gesamte Dauer der Aufnahme und N ist die Mindestanzahl an aktiven Kanalen. t/T
wurde mit Hilfe des Verhaltnisses der jeweiligen Flachen unterhalb der Gaul3-
Kurve zur Gesamtflache der Gaul3-Kurven Uuber dem Geschlossen- und
Offenzustanden der Kanale bestimmt.

2.6.5.3 Ganzzellableitungen in Neurone

M-Strom

Die Neurone wurden in der ,Whole-Cell* Konfiguration nach dem
.Klassischem® M-Stromprotokoll (Adams und Brown, 1980) vom Haltepotential bei
-70 mV mit einem 1s dauernden Puls auf -20 mV depolarisiert. Es folgt ein 600 ms
langer Puls auf -40 mV. Nach Schweitzer et al. (1993) reprasentiert die Differenz
zwischen dem Strom am Anfang und am Ende dieses Pulses die Amplitude des
M-Stroms (Abb. 13). Gleichzeitig beobachtet man bei der Depolarisation einen

schnellen Einwartsstrom, der als Natriumstrom gewertet wird (vgl. Kap. 1.2)
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Abb. 13 Auswertung der M-Stromamplitude

Das Haltepotential bei -70 mV wurde manuell eingestellt und die Neurone mit einem 1s dauernden
Puls auf -20 mV depolarisiert. Es folgt ein 600 ms langer Puls auf -40 mV. Die Differenz zwischen
dem Strom am Anfang und am Ende dieses Pulses reprasentiert die Amplitude des M-Stroms (/).

Analyse der Aktionspotentiale

Nach Umschalten auf den Current-Clamp Modus wurden die Neurone
manuell auf einem Ruhepotential von -60 mV eingestellt. AnschlieRend wurden
durch 2 ms lange, depolarisierende Strompulse einzelne Aktionspotentiale
ausgelost. Die Aktionspotentiale wurden daraufhin in Hinblick auf die maximale
Aktionspotentialndhe, der Dauer der Depolarisation und Hyperpolarisation
zwischen 10 und 90% der maximalen Aktionspotentialhbhe und der
Aktionspotentialbreite bei halbmaximaler Depolarisation mit Hilfe der Clampfit
Software ausgewertet.

B0

Abb. 14 Analyse der Aktionspotentiale

Haltepotential wurde manuell auf -60 mV eingestellt und einzelne Aktionspotentiale durch 2 ms
andauernde depolarisierende Strompulse ausgeldst. a Maximale Aktionspotentialhdhe (engl. spike
peak), b Dauer der Depolarisation (spike rise time), ¢ Aktionspotentialbreite bei 50% der
maximalen Aktionspotentialhdhe, d Dauer der Depolarisation zwischen 10 und 90% der maximalen
Aktionspotentialhdhe.
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Bestimmung der Aktionspotentialfrequenz und des Eingangswiderstandes
Nach Umschalten auf den Current-Clamp Modus wurden die Neurone
manuell auf einem Ruhepotential von -80 mV eingestellt. AnschlieRend wurden
500 ms lange Strompulse in 0,025 nA Schritten zwischen -0,1 und +0,3 nA
injiziert, um Aktionspotentialfolgen auszuldsen. Die Anzahl der ausgelosten
Aktionspotentiale wurde manuell ausgezahlt. Die Spannungen der letzten 100 ms
der hyperpolarisierende Strompulse zwischen -0,1 und -0,025 nA wurden zur

Bestimmung des Eingangswiderstandes verwendet (Rinput = AV / Al).

0,3 nA

-0,1nA

S0m — ¥y

I —— — 1

100 ms

20 ms

Abb. 15 Bestimmung der Aktionspotentialfrequenz

Von einem Haltepotential von -80 mV ausgehend wurden die Neurone in 0,025 nA Schritten von
-0,1 bis +0,3 nA Strompulse injiziert und die ausgeldsten Aktionspotentiale gemessen. Die
Spannungen der letzten 100 ms der hyperpolarisierenden Strompulse zwischen -0,1 und -0,025 nA
wurden zur Bestimmung des Eingangswiderstandes verwendet.

Bestimmung der mAHP

Nach Umschalten auf den Current-Clamp Modus wurden die Neurone
manuell auf einem Ruhepotential von -60 mV eingestellt. AnschlieRend wurden
durch 2 ms lange, depolarisierende Strompulse einzelne Aktionspotentiale
ausgelost. Den so ausgelOosten Aktionspotentialen folgte meisten eine fAHP und
eine zwischen 20 und 50 ms andauernde mAHP, gefolgt von einer unterschiedlich
langer sAHP. Allerdings war die fAHP nicht immer eindeutig von der mAHP zu
unterscheiden. Die Hohe der mAHP wurde durch Mittelung eines 5-10 ms
Intervalls nach Ablauf der 5 ms andauernden fAHP (Abb. 16A). Eine weitere
Madglichkeit der mAHP Bestimmung ist das Auswerten von AP-Salven. Am Ende
solcher AP-Salven folgt eine kumulative mAHP, die von der Anzahl der

ausgeldsten APs abhangt. Eine fAHP fehlt nach solchem Mefprotokoll (Lancaster
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et Nicoll, 1987; Storm, 1989) (Abb. 17). Erfolgte die Auslosung eines
Aktionspotentiales bei einem Ruhepotential von -80 mV beobachtete man eine
ADP (Abb. 16B). Die Grofle der ADP wurde mit Hilfe der Clampfit Software als

Flache unterhalb der Spannungskurve bestimmt.

A B
| —n
|‘ |'|| ADP
-60 mV "I|.r_.-—— —  _g80mV _,_JII * . |
ik
TmAHF 20 me
fAHP fAHP 20mv |

Abb. 16 Bestimmung der mAHP (A) bzw. ADP (*) nach einzelnen Aktionspotentialen

Bestimmung der Aktionspotentialadaptation

Nach Umschalten auf den Current-Clamp Modus wurden die Neurone
manuell auf einem Ruhepotential von -60 mV eingestellt. Die
Aktionspotentialadaptation zeigt sich in einer Zunahme des Intervals zwischen den
Aktionspotentialen (engl. interspike interval, I1SI). Zur Bestimmung der IS| wurden
200 ms andauernde Strompulse so gewahlt, dass genau 8 Aktionspotentiale
ausgeldst wurden. Anschliel3end wurden die Intervale zwischen den AP-Maximals
mit Hilfe der Clampfit Software bestimmt (Abb. 17).

— | E—
1 23 4 5 6 7
AYAVAVIAVIAVIAVA

m—

A
Abb. 17 Bestimmung der Aktionspotentialadaptation

Von einem Ruhepotential von -60 mV ausgehend wurden 200 ms lange, depolarisierende
Strompulse so gewahlt, dass genau 8 Aktionspotentiale ausgeldst wurden. Am Ende solcher AP-
Salven beobachtet man eine mAHP (A).
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Bestimmung der transienten Kaliumstrome

Zur Bestimmung der transienten Kaliumstrome (vgl. Kap. 1.2) wurden die
Neurone auf ein. Ruhepotential bei -70 mV geklemmt und mit 2-sekindigen
Depolarisierungspulse in 10 mV Schritten bis zu einem maximalen Potential von
+90 mV depolarisiert, anschlieend folgte ein 500 ms langer hyperpolarisierender
Puls auf -120 mV. An die Stromspur nach der Depolarisation auf +30 mV wurde
eine Exponentialfunktion dritter Ordnung angepasst. Dabei entsprechen die
unterschiedlichen Komponenten den Stromen |4, Ip und Ik (Nerbonne et al., 2008).
Als einfaches Maly fur die GroRe der transienten Kaliumstrome wurde die
Differenz zwischen der Stromamplitude zu Beginn und gegen Ende der

Depolarisation bestimmt ().

Die Gleichung verwendeter Exponentialfunktion dritter Ordnung lautet:

A(t) = A0 + A1 *exp (-t/1:1) + A2 *exp (-t/12)+ A3 *exp (-t/rs),
wobei A der Stromamplitude zum Zeitpunkt t, Ao der persistierenden
Stromamplitude im Gleichgewicht, Ai A, sowie Az den Amplituden der
Transienten, t der Zeit und 1, 711, T2, 13 den Zeitkonstanten der

Exponentialfunktionen entsprechen.

A B
+90 mV +30 mV

500 ms
2nA

Abb. 18 Bestimmung der transienten Kaliumstrome

A zeigt das Aktivierungsprotokoll. Ruhepotential bei -70 mV geklemmt mit 2-sekindigen
Depolarisierungspulse in 10 mV Schritten bis zu einem maximalen Potential von +90 mV,
anschlieBend ein 500 ms langer hyperpolarisierender Puls auf -120 mV. B zeigt vergrdRert den
Durchlauf mit der Depolarisation auf +30 mV. An die Stromkurve angepasst ist eine
Exponentialfunktion 3. Ordnung. Il4: A-Current, Ip: D-Current, Ix: delayed rectifier current, l:
Summe der transienten Kaliumstrémen.
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2.6.6 Pipetten- und Badlosungen

CHO Zellen
Whole-Cell Konfiguration (Peretz et al., 2001)
Badlésung: 140 mM NacCl, 4 mM KCI, 1,8 mM CaCl,, 1,2 mM MgCly,
11 mM Glukose, 5,5 mM HEPES (pH 7,4 mit NaOH angepasst)
Pipettenlésung: 130 mM KCI, 1 mM MgCl,, 5 mM K,ATP, 5 mM EGTA,
10 mM HEPES (pH 7,4 mit KOH angepasst)
Die Pipettenlosung wurde aufgrund des Zerfalls von KyATP bei
Klhlschranktemperatur an jedem Messtag neu angesetzt.
Cell-Attached Konfiguration (Li et al., 2005)
Badlésung: 175 mM KCI, 4 mM MgCl,, 10 mM HEPES,
(pH 7,4 mit KOH angepasst)
Pipettenlésung: 150 mM NacCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES,
(pH 7,4 mit NaOH angepasst)
Dabei wird angenommen, dass sich das Ruhepotential der Zellen auf ca. 0 mV
einstellt (Li et al., 2005).
Neuronen (Shahidullah et al., 2005)
Badldsung: 120 mM NacCl, 3 mM KCl, 2,5 mM CaCly, 1,2 mM MgCl,,
11mM Glukose, 5mM HEPES, 23 mM NaHCO; (pH 7,4)
Pipettenlosung: 160 mM K-Acetat, 3 mM MgCl,, 20 HEPES (pH 7,4)

2.7 Statistik

Zur Signifikanztestung wurde der Student T-Test angewandt. P-Werte
<0,05 wurden als signifikant gewertet. Nicht signifikant Werte wurden durch ,n.s.”
markiert. Alle Ergebnisse wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, als
Mittelwert £+ Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean = S.E.M.)
angegeben. S.E.M. wurde wie folgt berechnet:

SEM=V((>x?)-n(x2)/(n-1))/(\n), wobei

SEM = Standard Error of the Mean
Xi = Einzelwerte
n = Anzahl der Einzelwerte

X = Mittelwert
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3 ERGEBNISSE

3.1 Funktionelle Charakterisierung von N258S

3.1.1 Vorversuche in Xenopus Oozyten

Mittlerweile sind BFNS Mutationen in fast allen Bereichen des Ky7.2
Kanalproteins entdeckt worden. Ziel der vorliegenden Arbeit war die funktionelle
Charakterisierung der ersten missense Mutation zwischen dem S5 Segment und
der Porenregion. Die initiale Untersuchung der Mutation erfolgte von Maljevic
(2004) in Xenopus Oozyten, eines der Standardexpressionssysteme (Miledi et al.,
1983) fur die elektrophysiologische Untersuchung von lonenkanalen. lhr Vorteil
besteht in der Einfachheit der Handhabung sowie in dem nur geringen Gehalt
endogener Kanale, jedoch sind die biologischen Gegebenheiten weit von der
naturlichen Expressionsumgebung entfernt. Bei diesen Experimenten zeigten
homomere N258S Kanale im Vergleich zu homomeren Wildtypkanalen kaum
messbare makroskopische Strome. Im Western Blot war kein Unterschied in der
Proteinbiosynthese zu sehen. Die Koexpression mit Ky7.3 fuhrte jedoch zu einer
5- bis 10-fachen Erhdhung der Ky7.3 Stromamplitude, was als Hinweis fur die
Bildung eines funktionellen, heteromeren Kanal gedeutet werden kann. Im
Vergleich zur Koexpression Ky7.2+Ky7.3 waren diese Strome um 80% reduziert
(Abb. 19). Des Weiteren zeigte die Mutation in der Koexpression mit Ky7.2 einen

dominant-negativen Effekt auf die Wildtypstrome.
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Abb. 19 N258S Expression in Xenopus Oozyten

Die initiale Untersuchung der N258S Mutation in Xenopus Oozyten. Die Stromamplituden wurden
bei +40 mV gemessen und auf die durchschnittliche Stromamplitude von WT K,7.2 normiert.
Wahrend K,,7.3 und N258S nur sehr kleine Stréme produzieren, kommt es nach der Koexpression
von Ky7.2 und N258S mit K\7.3 (K\7.2+K\7.3, N258S+K,7.3) zu einer Vervielfachung der
Stromamplituden. Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M. dargestellt.
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3.1.2 Funktionelle Expression der N258S Mutation in CHO Zellen

Um die Ergebnisse aus Xenopus Oozyten in Saugerzellen zu verifizieren
und fur weiterflUhrende Experimente wurden WT Ky7.2 und N258S Untereinheiten
in CHO Zellen exprimiert. Zur elektrophysiologischen Charakterisierung wurden
die resultierenden Kaliumstrome mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik in der ,Whole-
Cell* Konfiguration gemessen. Die transfizierten CHO Zellen wurden bei einem
Ruhemembranpotential von -80 mV gehalten und in 10 mV Schritten auf +60 mV
depolarisiert. Im Anschluss an diese 2s langen Depolarisationspulse folgte ein
konstanter 500 ms andauernder, hyperpolarisierender Puls auf -120 mV, um sog.
Tail-Strome aufzuzeichnen konnte. Makroskopisch zeigte sich fur homomere
Kv7.2 und N258S Kanale ein Ky7 typischer (Yang et al., 1998), langsam
aktivierender, nicht inaktivierender, auswarts gerichteter Kaliumstrom (Abb. 20A).
Im Gegensatz zum WT waren N258S Strome bei gleichen
Transfektionsbedingungen nur unregelmaBig exprimiert und aufgrund der
geringen Amplitude kaum messbar. Es ist bekannt, dass die Koexpression der
Kv7.2 und Ky7.3 Untereinheiten zu einer Vervielfachung der Stromamplitude im
Vergleich zu homomeren Ky7.2 Kanalen fuhrt (Yang et al.,, 1998). In unserem
Versuchsaufbau fuhrte die Koexpression Ky7.2+Ky7.3 zu einem 3-fachen
Stromamplitudenanstieg (Abb. 20C,E und Tabelle 1), vergleichbar mit den
Ergebnissen von Selyanko et al. (2000). Erstaunlicherweise konnte die
Koexpression N258S+Ky7.3 einen makroskopischen Kaliumstrom
wiederherstellen (Abb. 20D) und zeigte im Vergleich zur homomeren N258S
Expression einen 17-fachen Anstieg der Stromamplitude. Diese Strome waren im
Vergleich zu den WT Heterotetrameren, jedoch um ca. 50% reduziert (Abb. 20E
und Tabelle 1).

Leitfahigkeits-Spannungskurven wurden durch Auftragen der normalisierten
Tail-Stromamplituden gegen das Membranpotential erstellt und eine doppelte
Boltzmannfunktion an die Datenpunkte angepasst (siehe Kap. 2.6.5.1). Dabei
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Spannungsabhangigkeit
zwischen homomeren N258S und homomeren Ky7.2 Kanalen (Abb. 20E und
Tabelle 1). Die Koexpressionen mit Ky7.3 fuhrten in beiden Fallen zu einer
leichten Linksverschiebung der Leitfahigkeits-Spannungskurve (vgl. Selyanko et
al., 2000). Es waren jedoch keine Unterschiede zwischen den Koexpressionen
Kv7.2+Ky7.3 und N258S+Ky7.3 feststellbar.
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Abb. 20 Funktionelle Expression von N258S in CHO Zellen

Typische Stromkurven fur WT Ky7.2 (A), N258S (B) und fir die Koexpressionen K, 7.2+K7.3 (C)
und N258S+K,7.3 (D). E Die Stromamplituden wurden bei +20 mV gemessen und auf die
Zellkapazitat normiert. Hierbei fallt eine Vervielfachung der Stromamplituden von Ky7.2 und N258S
nach Koexpression mit K,7.3 oder der Expression in entsprechenden Fusionsproteinen K7.3--
Ky7.2 und K,7.3--N258S auf (vgl. Tabelle 1). F Die Leitfahigkeits-Spannungskurven zeigen eine
leichte Linksverschiebung der Koexpression mit K7.3. Statistisch signifikante Unterschiede sind

mit (*) gekennzeichnet: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.01, n.s. nicht signifikant. Die Daten sind als
Mittelwert £ S.E.M. dargestellit.
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Von Mutationen in der S4 Domaine ist bekannt, dass die Reduktion des
Kaliumstroms durch die starke Verlangsamung der Aktivierung bedingt ist. Zur
Bestimmung der Zeitkonstanten der Aktivierung (tact fast, Tact slow) Wurde eine
Exponentialfunktion zweiter Ordnung an den Zeitverlauf der Aktivierung angepasst
(siehe Kap. 2.6.5.1). Hierbei zeigte sich eine Verlangsamung der N258S+K,7.3
Koexpression im Vergleich zu Ky7.2 und Ky7.2+ Ky7.3 (Abb. 21A und Tabelle 1).
Die Zeitkonstante der Deaktivierung (tgeact) Wurde durch die Anpassung einer
Exponentialfunktion erster Ordnung an die Tail-Strome bestimmt, die nach einer
2s dauernden Depolarisation bei unterschiedlichen Potentialen aufgezeichnet
wurden (siehe Kap. 2.6.5.1). Hierbei ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Koexpressionen und homomeren Ky7.2 Kanalen (Abb. 21B und
Tabelle 1). Leider konnten fur homomere N258S Kanale aufgrund der geringen
Stromamplitude die Parameter der Aktivierung und Deaktivierung nicht verlasslich

bestimmt werden.

—o—K 72 200b —o=K,7.2 sol —o—K7:2
& 800f —a—KT72¢K73 o —E—K 724K 73 ——K7.2+K 7.3
£ —e—N258S+K 7.3 £ —o—N2585+K,7.3 E 40} —e—N258S+K 7.3
= sool a-’;1su L E
8 =} G 30}
= @ 3
= a00} 2100 @
o Q O 20¢
e o (S
200 50 10}
20 0 20 40 60 20 0 20 40 60 -140 -130 -120 -110 -100 -90
V (mV) V (mV) V (mV)

Abb. 21 Parameter der Aktivierung und Deaktivierung

A Die Zeitkonstanten der Aktivierung (Tact fasts Tact slow) WUrden gemaf Kap. 2.6.5.1 ermittelt. Die

schnellere Zeitkonstante (T, rast) hatte stets eine relative Amplitude zwischen 40% und 60%. Es
zeigte sich eine signifikante Verlangsamung der N258S+K,,7.3 Koexpression im Vergleich zu K,7.2

und K,7.2+K,7.3 (vg. Tabelle 1) B Die Zeitkonstante der Deaktivierung (Tgeact) Wurde durch die
Anpassung einer Exponentialfunktion erster Ordnung an die Tail-Strome nach einer 2s dauernden
Depolarisation auf +50 mV bestimmt. Hierbei ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den Koexpressionen und K,7.2 (siehe Tabelle 1). Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M.
dargestellt.

Des Weiteren zeigte die N258S Mutante einen dominant-negativen Effekt
auf Ky7.2 Kanale. Fir die Untersuchung des dominant-negativen Effektes wurde
die ubliche Ky7.2 cDNA Menge im Verhaltnis 1:1 mit N258S cDNA kotransfiziert.
Bei einer Dysfunktion der N258S Untereinheiten ohne Interaktion mit dem WT
wlrde man bei diesem Versuchsprotokoll keine wesentliche Veranderung der

Stromamplitude erwarten. Allerdings flhrte die Koexpression Ky7.2+N258S zu



Ergebnisse 56

einer Reduktion des Ky7.2 vermittelten Stroms auf ca. 42%, was als dominant-
negativer Effekt zu werten ist und mit den Ergebnissen aus Xenopus Oozyten
Ubereinstimmt (Abb. 22 und Tabelle 1). Von dominant-negativen Mutationen
spricht man, wenn dass mutierte Genprodukt das WT Allel in seiner Funktion
hemmt. In diesem Fall bedeutet dies eine Stromreduktion jenseits des Niveaus

einer Haploinsuffizienz.
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Abb. 22 Dominant-negativer Effekt der N258S Mutation auf Wildtypstrome

Die Stromamplituden wurden bei +20 mV gemessen und auf die Zellkapazitat normiert. Die
Koexpression Ky7.2+N258S fiihrt zu einer Reduktion des K7.2 vermittelten Stroms auf ca. 42%
(vgl. Tabelle 1). Dafiir wurde die gleiche K7.2 cDNA zusatzlich mit der gleichen von N258S cDNA
kotransfiziert, sodass eine Amplitudenreduktion als dominant-negativer Effekt zu werten ist. Die
Daten sind als Mittelwert + S.E.M. dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit (*)
gekennzeichnet: **P<0.01.

Da die genaue Stéchiometrie heteromerer Kanale in
Koexpressionsexperimenten in Sdugetierzellen ungewiss ist, entschieden wir uns
zusatzlich fur die Expression von Fusionsproteinen zwischen Ky7.3 und Ky7.2
oder N258S, wobei der C-Terminus der Ky7.3 Untereinheit mit den N-Termi von
WT Ky7.2 (Ky7.3-- Ky7.2) oder N258S (Ky7.3--N258S) verknUpft wurde (vgl. Kap.
2.1.5). Bei der homomeren Expression dieser Dimere zeigten sich makroskopisch
den Koexpressionen vergleichbare Strome (Abb. 23A,B). Auch hier ergab sich
eine Vervielfachung der heteromeren Stromamplituden im Vergleich zu
homomeren Ky7.2 oder N258S Kanalen. Jedoch offenbart die insgesamt
geringere Stromdichte eine reduzierte Expression der Fusionsproteine (Abb. 20C
und Tabelle 1). Im Gegensatz zu den Koexpressionen ergaben die Leitfahigkeits-
Spannungskurven der Dimere keine Linksverschiebung, jedoch zeigten die
Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung eine leichte Verlangsamung der
Aktivierung (Abb. 23C,D und Tabelle 1).
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Abb. 23 Expression der Fusionsproteine in CHO Zellen

Typische Stromkurven fir Ky7.3--Ky7.2 (A) und K7.3--N258S (B). C Leitfahigkeits-
Spannungskurven wurden durch Auftragen der normalisierten Tail Stromamplituden gegen das
Membranpotential (V) erstellt und eine doppelte Boltzmannfunktion (siehe Kap. 2.6.5.1) an die
Datenpunkte angepasst. Dabei zeigt sich im Gegensatz zu den entsprechenden Koexpressionen
keine Linksverschiebung der Leitfahigkeits-Spannungskurven im Vergleich zu K\7.2. D Die
Zeitkonstanten der Aktivierung (Tact fast Tact slow) WUrde gemag Kap. 2.6.5.1 ermittelt. Die schnellere
Zeitkonstante (ta 1ast) hatte dabei stets eine relative Amplitude zwischen 40% und 60%. Hierbei
zeigte sich eine signifikante Verlangsamung der Fusionsproteine im Vergleich zu K,7.2 (vgl.
Tabelle 1), jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Fusionsproteinen. Die
Zeitkonstanten der Deaktivierung (tgeact) Zeigten keinen signifikanter Unterschied zwischen den
Fusionsproteinen und K,7.2 (vgl. Tabelle 1). Die Daten sind als Mittelwert £ S.E.M. dargestellt.
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Zusammenfassend bestatigten unsere Experimente in CHO Zellen die
Ergebnisse aus Xenopus Oozyten. Die N258S Mutation stellte sich als eine
Untereinheit dar, die im homomeren Zustand in CHO Zellen nur unregelmafig
exprimiert und kaum messbare Kaliumstrome produziert. Dartuberhinaus bt sie
bei Koexpression mit der WT Ky7.2 Untereinheit einen dominant-negativen Effekt
auf die WT Strome aus. Allerding bildet N258S in Kombination mit Ky7.3
funktionelle, heteromere Kanale mit ahnlichen Eigenschaften wie die WT
Heterotetramere. Die ,Whole-Cell“ Analyse konnte jedoch keine Erklarung fur die
geringe Stromamplitude des homomeren N258S Kanals liefern und die
festgestellte Verlangsamung der Aktivierung der Koexpression von N258S mit
Ky7.3 im Vergleich zur Ky7.2+ Ky7.3 ist keine ausreichende Erklarung fur die
starke Amplitudenreduktion. Aufgrund der Nahe zur Porenregion wurden

zunachste Einzelkanalmessungen durchgefuhrt.

3.1.3 Einzelkanalanalyse der N258S Mutation

Der Strom, der durch die Kanale der Zellmembran bei einer bestimmten
angelegten Spannung in einem bestimmten Zeitraum flie3t, wird durch drei
Faktoren bestimmt: durch die Offenwahrscheinlichkeit der Kanale, die
Einzelkanalamplitude bzw. -leitfahigkeit und durch die Anzahl der Kanale in der
Membran (siehe Kap. 1.3). Aufgrund der Nahe der N258S Mutation zu den
porenbildenden Abschnitten des Kanalproteins lag eine Beeintrachtigung der
Offenwahrscheinlichkeit oder Einzelkanalleitfahigkeit nahe, so dass wir

Einzelkanalmessungen durchflhrten.

Nach Herstellung der ,Cell-Attached” Konfiguration wurde die Zellmembran
fur 15 s von -80 mV in 20 mV Schritten auf bis +60 mV depolarisiert. In Abb. 24a
sind reprasentative Ableitungen fur die Fusionsproteine dargestellt. Zur
Bestimmung der AmplitudengroRe wurden Amplitudenhistogramme der
Einzelkanale erstellt (Abb. 24b). Durch die Zuordnung der Amplitude zum
entsprechenden Membranpotential kann die Einzelkanalfahigkeit bestimmt
werden. Fur die Koexpressionen Ky7.2+Ky7.3 und N258S+Ky7.3 als auch fur die
Fusionsproteine Ky7.3--Ky7.2 und Ky7.3--N258S wurden ahnliche Leitfahigkeiten
gemessen (Abb. 24c und Tabelle 1). Mit Hilfe der Flache unter den Maxima der
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Amplitudenhistogramme kann, wie unter Kap. 2.6.5.2 beschrieben, die
Offenwahrscheinlichkeit eines Kanals bestimmt werden. Dabei zeigten sich sowohl
fur Ky7.3--Ky7.2 als auch fur Ky7.3--N258S vergleichbare Werte (vgl. Tabelle 1).
Die Einzelkanalleitfahigkeit und Offenwahrscheinlichkeit fur Ky7.2 (vgl. Tabelle 1)
waren vergleichbar mit den Ergebnissen in der Literatur (Selyanko et al., 2001; Li
et al., 2004a, b). N258S konnte wegen der offensichtlich geringen Expression
nicht gemessen werden.

A Ky7.3--K\7.2 B Ky7.3--N258S
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Abb. 24 Einzelkanalanalyse in CHO Zellen

a Typische Einzelkanalspuren der Fusionsproteine K,7.3--K\7.2 (A) und K,7.3--N258S (B)
aufgenommen bei 0 mV. Die Aufnahmen wurden bei 1kHz gefiltert. b Amplitudenhistogramme der
Einzelkanalspuren in a. An die Amplitudenhistogramme wurde die Summe zweier Gaul3-Kurven
angepasst. Die Offenwahrscheinlichkeit bei 0 mV wurde errechnet aus dem Verhaltnis der Flachen
unter den Gaull Kurven und lag fir Ky7.3--K7.2 bei 0,56 + 0,07 (n=8) und fir K, 7.3--N258S bei
0,49 + 0,08 (n=7). ¢ Aus den durchschnittlichen Einzelkanalamplituden und den entsprechenden
Spannungen errechnen sich die Leitfahigkeiten fur Ky7.3--Ky7.2 (8,9 £ 0,3 pS, n=8), K\7.2+K7.3
(8,0 £ 0,4 pS, n=5), K\7.3--N258S (8,6 £ 0,2 pS, n=7) und N258S+ K7.3 (8,4 £ 0,7 pS, n=4) (vgl.
Tabelle 1). Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M. dargestellt,
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Aufgrund fehlender Unterschiede in der Einzelkanalleitfahigkeiten und der
Offenwahrscheinlichkeit zwischen den Koexpressionen und den Fusionsproteinen
lag eine unterschiedliche Oberflachenexpression im Sinne eines Trafficking-
Defektes als Ursache der Reduktion der makroskopischen Stromamplitude nahe.
Von einem Trafficking-Defekt spricht man, wenn der Transport des synthetisierten
Kanalproteins vom Endoplasmatischen Retikulum an die Zellmembran gestort ist.
Die Ursachen einer solchen Stérung sind mannigfaltig und beinhalten gestorte
Tetramerisierung (engl. assembly), beeintrachtigte Zielfindung (engl. targeting)
oder veranderten Umsatz (engl. turnover) (Deutsch, 2002). So koénnte die
Oberflachenexpression der N258S Kanale durch die Mutation gestort sein,
wahrend eine Koexpression mit Ky7.3 zu einer Zunahme der Expression der
mutierten Untereinheit in heteromeren Kanalen fihrt. Allerdings muss die
Oberflachenexpression dieser N258S/Ky7.3 Kanadle im Vergleich zu WT

Heterotetrameren reduziert zu sein.
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Tabelle 1 Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchung der N258S Mutation

Current Density

G-V Parameter

Time Course Parameter

Single Channel Parameter

| n V142 ¢ V242 k2 Tact fast1 Tact slow‘1 Tdeact2 c Po n
(PA/pF) (mV) (mV) (ms) (ms) (ms) (pS)

Ky7.2 236,6 £ 41,8 12 -25,3+17 -6,2+0,3 33+27 -11,3+1.2 340,4 + 33,0 94,4 +12,2 20,4 +1,1 73+03 0,36+0,09 5
N258S 18,7+ 3,6 11 -24,2 + 3,5 -6,2 +0,6 153275 -12,7+25
Kv7.2 + Ky7.3 641,8+92,9 14 -33,4+0,7 -55+0,3 25137 -124+16 315,7 £ 24,2 103,7 £ 5,1 340,4 + 33,0 8,0+04 0,38+0,14
N258S+ Ky7.3 327,6 £ 73,0 12 29,3+ 1,1 -6,3+0,3 09+34 -109+1,9 500,0 £+ 13,8 129,7 + 16,7 21,3+ 41 8,4+0,7 0,52+0,02
Kv7.3 -- Ky7.2 456,7 £ 47,7 279112 -5,8+0,3 34+25 -143%1,0 4934 + 37,7 134,2+11,2 234+ 1,8 89+03 056+0,07 8
Ky7.3 -- N258S 172,1 £ 33,4 12 -26,0 £ 1,1 -5,3+0,4 8,1+3,7 -13,5+1,0 516,3+48,0 139,2+10,8 225+ 2,6 86+0,2 0,49+0,08
Kv7.2 (29°C) 164,0 £ 25,1 -345+14 -6,6+0,5 14+46 -13,0+£0,8
Kv7.2 (XE991) 187,7+£70,3 -31,4+1,6 -6,3+0,1 52+12,1 -16,0+2,8
Kv7.2 (RTG) 209,7 £ 67,8 7 -29,8+2,6 -5,7+0,7 86+51 -16,1%+1,5
N258S (29°C) 75,0+ 13,7 11 -26,3+2,0 -7,0+0,4 51+34 -79+15
N258S (XE991) 18,6+ 2,2
N258S (RTG) 70,5+ 14,3 10 -28,6 £1,9 -5,0+0,9 -1,9+48 -10,6 1,6

Tatomv, “at-110 mv
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3.1.4 Oberflachenexpression

Um eine Zunahme der Anzahl an N258S Untereinheiten nach
Heterotetramerisierung mit Ky7.3 an der Zelloberflache nachzuweisen, wurde ein
extrazellulares  HA-Epitop in  Ky7.2 und N258S zwischen den
Transmembranbereichen S1 und S2 eingeflgt (vgl. Schwake et al., 2000). Die
Anwesenheit der jeweiligen Untereinheit an der Oberflache der Xenopus Oozyten
wurde durch Inkubation der Oozyten in einer LOosung mit einem monoklonalen
Antikorper gegen das HA-Epitop quantifiziert. Dem folgte eine Inkubation mit
einem fluoreszierenden Zweitantikdrper. Anschliefend wurden hochauflésende
Aufnahmen mit Hilfe der Konfokalmikroskopie durchgefihrt. Abb. 25A zeigt
beispielhafte Aufnahmen, die eine reduzierte Oberflachenexpression der N258S
Untereinheit zeigen. In CHO Zellen war der Nachweis nicht eindeutig. Transfizierte
CHO Zellen wurden zunachst mit einem Anti-K\7.2 Antikdrper und anschlief3end
mit einem fluoreszierenden Zweitantikdrper inkubiert. In den anschlielienden
konfokalmikroskopischen Aufnahmen zeigten sich jedoch keine Uberzeugenden
Unterschiede zwischen der Ky7.2 und N258S Expression, da fur beide Kanale
keine Anfarbung der Zellmembran nachgewiesen werden konnte (nicht
dargestellt). Dies fUhrten wir auf eine insgesamt geringe Membranexpression der
Untereinheiten zurtick. Bei Koexpression mit Ky 7.3 farbte sich die Zellmembran flr
beide Klone an (Abb. 25B), was eine Erhohung der Oberflachenexpression
anzeigt, die die vergrolRerte Stromamplitude unter diesen Bedingungen erklaren

kann.

Zusammenfassend konnte eine Retention der N258S Untereinheit im
Endoplasmatischen Retikulum nicht eindeutig gezeigt werden. Es kann lediglich
auf eine verstarkte Oberflachenexpression nach Koexpression von N258S mit
Kv7.3 geschlossen werden, welche mit der elektrophysiologisch nachgewiesenen
Zunahme der Stromamplitude ubereinstimmt. Eine starkere
Oberflachenexpression von WT Ky7.2 Untereinheiten nach Koexpression wurde
schon friher durch Schwake et al. (2000) nachgewiesen. Die Immunofluoreszenz
ist keine quantitative Methode, sodass sie lediglich die starke VergroRerung der
Amplitude bei Ky7.3 Koexpression durch erhohte Membranexpression offenbaren
kann. Fut die qualitative Untersuchung ist die Elektrophysiologie besser geeignet.
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Abb. 25 Immunofluoreszenz

A Expression von HA-epitopmarkierten K,,7.2 und N258S Untereinheiten in Xenopus Oozyten. Der
Nachweis erfolgte mit einem monoklonalen Antikorper gegen das HA-Epitop und einem
fluoreszierenden Zweitantikorper. Diese Aufnahme suggeriert eine reduzierte
Oberflachenexpression von N258S B Expression der K,7.2 und N258S Untereinheit in CHO
Zellen. Mit einem Anti-K,7.2 Antikoérper und fluoreszierenden Zweitantikdrper konnte kein
eindeutiger Nachweis der Wildtypuntereinheit in der Membran erfolgen. C Verstarkte Anfarbung
der Zellmembran nach Koexpression der Ky7.2 und N258S Untereinheiten in CHO Zellen mit
Ky7.3.
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3.1.5 Wiederherstellung des N258S Stromes

Mutationen in Kaliumkanalen, die zu einem Trafficking-Defekt fuhren, sind
fur hERG Kanale bekannt und gut untersucht wurden (Zhou et al., 1999; Gong et
al. 2004; Gong et al. 2006). Fir solche Mutationen ist bekannt, dass die
Oberflachenexpression des mutierten Kanals durch Erniedrigung der
Inkubationstemperatur oder bestimmte Chemikalien verbessert werden kann.
Solche sog. ,Rescue® Phanomene sind allerdings nie zuvor bei einer BFNS
Mutation des Ky7.2 Kanals gezeigt worden. Es wird davon ausgegangen, dass
eine Erniedrigung der Inkubationstemperatur die Faltungszwischenstufen des
Proteins stabilisiert, wohingegen Kanalblocker, die in der Nahe der inneren
Porendffnung, einer Interaktionstelle aller vier Untereinheiten des Kanals, binden,
die Integritat der Tetramere stabilisieren konnten (Gong et al., 2006; Robertson et
January, 2006).

3.1.5.1 Verbesserung der Expression der N258S Mutation durch

Erniedrigung der Inkubationstemperatur

Tatsachlich konnten wir die Expression der Mutation durch Erniedrigung der
Inkubationstemperatur verbessern. Nach der Ublichen Aufbereitung wurden die
CHO Zellen nach Transfektion fur 24h bei 37°C inkubiert, um eine ausreichende
Proteinbiosynthese zu gewahrleisten. AnschlieBend wurden die transfizierten
Zellen fur 24h bei 29°C inkubiert. Es folgte die Ubliche Vorbereitung der Zellen flr
die anschlieRenden elektrophysiologischen Untersuchungen mit Hilfe der ,Whole-
Cell® Patch-Clamp  Technik. Nach Durchlaufen des  gewohnten
Aktivierungsprotokolls zeigte sich fur den WT ein Ky7 typischer Strom. Die
homomere N258S Expression lieferte nach Inkubation bei 29°C - im Gegensatz
zur gleichen Transfektion und Inkubation bei 37°C - regelmalig messbare Strome.
Dabei zeigte sich ein ca. 5-facher Amplitudenanstieg im Vergleich zur Inkubation
bei 37°C. Die Amplitude der Expression von homomeren WT Ky7.2 Kanalen ergab
hingegen eine nicht signifikante Reduktion (Abb. 26).
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Abb. 26 ,Temperature Rescue*

Nach der Ublichen Aufbereitung und Transfektion wurden die CHO Zellen fir 24h bei 37°C und
anschlieBend fur 24h auf 29°C inkubiert. Die Stromamplituden wurden am Ende eines 2s langen
Pulses auf +20 mV gemessen und auf die Zellkapazitadt normiert. Dabei zeigte sich ein 5-facher
Anstieg der N258S Amplitude. Fur Ky7.2 ergab sich eine leichte, nicht signifikante Reduktion der
Stromamplitude (vgl. Tabelle 1). Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M. dargestellt. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit (*) gekennzeichnet: ***P<0.001, n.s. nicht signifikant.

3.1.5.2 Stromamplituden der N258S Mutante nach Inkubation mit
Retigabin und XE991

Zur Auslosung des sog. “Pharmacological Rescue” Phanomens werden in
der Literatur meist Kanalblocker verwendet, die in der Nahe der inneren
Porendffnung binden. Nach der gewohnten Aufbereitung wurden die CHO Zellen
nach Transfektion fur 24h mit dem gewohntem Serum inkubiert, um eine
ausreichende Proteinbiosynthese zu gewahrleisten. Anschlieend wurden die
transfizierten Zellen fur 24h mit Medium inkubiert, welches die zu testende
Substanz enthielt. Es folgte ein 1-stiindiges Auswaschen der Substanz und die
ubliche Vorbereitung der Zellen fur die anschlielenden elektrophysiologischen
Untersuchungen mit Hilfe der ,Whole-Cell* Patch-Clamp Technik. Analog zu
Veroffentlichungen bei hERG Kanalen entschieden wir uns fir den spezifischen
Kv7 Kanalblocker XE991. So wurden transfizierte CHO Zellen flr 24h mit 100 uM
XE991 inkubiert. Fur Ky7.2 ergab das uUbliche Aktivierungsprotokoll einen
makroskopisch unveranderten Strom. Fur N258S konnte keine VergrélRerung der
Stromamplitude nachgewiesen werden (Abb. 27A). Da fur das Linopirdin Analogon
XE991 angenommen wird, dass es extrazellular bindet (Costa et Brown, 1997;
Lamas et al., 1997), beschlossen wir, die Experimente mit dem spezifischen Ky7

Kanaloffner Retigabin zu wiederholen, welches in der Nahe der inneren
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Porenoffnung binden soll (Schenzer et al., 2005; Wuttke et al., 2005). Nach
gleicher Vorbereitung zeigte das gewohnte Aktivierungsprotokoll regelmafig
Strome fur N258S. Dabei wies N258S nach 24-stindiger Inkubation mit 500 uM
Retigabin einen ca. 5-fachen Amplitudenanstieg im Vergleich zur Inkubation ohne
Retigabin auf, wobei die WT Ky7.2 Amplitude nach der Inkubation mit Retigabin
unverandert war (Abb. 27B). Da es sich bei Retigabin um einen Kanaloffner
handelt, sollte ausgeschlossen werden, dass der beobachtete Effekt auf eine
verstarkte Offnung der vorhandenen Kanale zuriickzufiihren ist. Es ist bekannt,
dass eine Retigabin Applikation zu einer starken Linksverschiebung der
Leitfahigkeits-Spannungskurve von Ky7.2 fuhrt (Wuttke et al., 2005). Die Analyse
der Leitfahigkeits-Spannungskurven ergab jedoch keinen signifikanten
Unterschied zwischen den N258S Strdmen mit und ohne 24-stiindige Inkubation
mit Retigabin (vgl. Tabelle 1). Im Gegensatz dazu fuhrte eine unmittelbare
Applikation von Retigabin kurz vor der elektrophysiologischen Untersuchung von
nach Ublicher Weise vorbereiteten CHO Zellen zu einer starken Linksverschiebung
der Leitfahigkeits-Spannungskurven von N258S (Abb. 27C und Tabelle 1). Dies
muss als Hinweis gewertet werden, dass durch das 1-stiundige Auswaschen das
Retigabin entfernt werden kann und die Erhdhung der Stromamplitude nach 24-
stiindiger Inkubation mit Retigabin nicht auf eine verstarkte Offnung der
vorhandenen Kanale sondern auf eine erhdhte Anzahl an Kanalen in der Membran

zurlckzufihren ist.

Zusammenfassend konnte der Verdacht eines Trafficking-Defektes mit
diesen elektrophysiologischen Methoden bestatigt werden. Zum ersten Mal wurde
ein ,Pharmacological* und ,Temperature Rescue“ fur eine BFNS Mutation der
Kv7.2 Untereinheit gezeigt. Die Stromamplitude der N258S Mutation verfunffachte
sich nach 24stundiger Inkubation der transfizierten Zellen bei 29°C und bei
Inkubation mit 500 yM Retigabin. Eine Behandlung mit XE991 blieb hingegen
ohne Effekt. Nach den Untersuchungen an hERG Mutationen mit gestdrtem
,1rafficking® (Zhou et al., 1999; Gong et al. 2004; Gong et al. 2006), den
Ergebnissen unserer Immunofluoreszenzexperimente und den Rescue
Phanomenen missen wir von einem gestorten Transport der N258S Mutation vom
ER an die Membranoberflache als Pathomechanismus flr die Reduktion des

Kaliumstromes und der dadurch resultierenden Anfalle ausgehen.
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Abb. 27 ,,Pharmacological Rescue“

A CHO Zellen wurden mit Ky7.2 oder N258S transfiziert und 24h vor elektrophysiologischer
Untersuchung mit 100 uM XE991 inkubiert [Ky72(XE991), N258S(XE991)]. Dargestellt werden die
auf die Zellkapazitat normierten Stromamplituden bei +20 mV. Dabei zeigte sich im Vergleich zur
gewohnten Inkubation keine signifikante Anderung der Stromamplituden (vgl. Tabelle 1). B Eine
Inkubation der transfizierten Zellen mit 500 pyM Retigabin 24h vor der Messung [K\72(RTG),
N258S(RTG)] zeigte einen 5-fachen Anstieg der Amplitude fir N258S(RTG), wobei sich fir
Ky7.2(RTG) keine signifikante Anderung der Stromamplitude zeigte (vgl. Tabelle 1). C Des
Weiteren wurde die unmittelbare Applikation von 10 yM Retigabin auf nach gewohnter Weise
vorbereiteten Zellen getestet (N258S+RTG). Leitfahigkeits-Spannungskurven wurden fir die
Experimente nach 24-stiindiger Inkubation mit 500 yM Retigabin [N258S(RTG)] und nach
unmittelbarer Applikation von 10 uM Retigabin (N258S+RTG) erstellt. Die beobachtete starke
Linksverschiebung der Leitfahigkeits-Spannungskurven bei unmittelbarer Retigabin Applikation
muss als Hinweis gewertet werden, dass die Erhdhung der Stromamplitude nach 24-stliindiger
Inkubation mit Retigabin nicht auf eine verstarkte Offnung der vorhandenen Kanéle sondern auf
eine erhdhte Anzahl an Kanalen in der Membran zurtickzuflihren ist. Die Daten sind als Mittelwert
+ S.E.M. dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit (*) gekennzeichnet: **P<0.01.



Ergebnisse 68

3.2 Elektrophysiologische Charakterisierung hippokampaler Neurone
von KCNQ2 Knock-Out Mausen

Nach fast 10 Jahren Erforschung der BFNS assoziierten Ky7.2 und Ky7.3
Mutationen sind zwei zentrale Fragen immer noch ungeklart. So ist zum einen
immer noch unklar, welcher Mechanismus zur Begrenzung der Anfalle auf die
Neugeborenenperiode fuhrt (Burgess et al., 2005). Lediglich 15 % der Betroffenen
zeigen epileptische Anfalle zu einem spateren Zeitpunkt. Des Weiteren ist man
lange davon ausgegangen, dass eine Reduktion des M-Stroms jenseits der
Haploinsuffizienz zu einem erweiterten Phanotyp fuhren musse (Jentsch, 2000).
Tatsachlich sind neben der in dieser Arbeit charakterisierten Ky7.2 Mutation
lediglich drei weitere dominant-negative Mutationen in der Literatur zu finden
(Dedek et al., 2001; Singh et al., 2003; Wuttke et al., 2007), wobei lediglich die
R207W Mutation BFNS Anfalle mit einem erweiterten Phanotyp im Sinne von
persistierenden PNH Symptomen beschrieben ist (Dedek et al., 2001). Daraus
folgt die zweite Frage, welche Auswirkung ein vollstandiger Verlust der Ky7.2
Untereinheit auf die neuronale Funktion hat.

Um diese Fragen neu zu beleuchten und um ein neues Expressionssystem
fur Ky7.2 Mutationen zu erschlieRen, haben wir hippokampale Neurone von
hetero- und homozygoten KCNQ2 Knock-Out Mausefoten untersucht. Das
heterozygote Muttertier wurde am 18. Schwangerschaftstag getotet und die
Hippokampi der Foéten unter mikroskopischer Sichtkontrolle prapariert. Die so
gewonnenen Neurone wurden in Kulturschalen inkubiert und in regelmafigen
Abstanden zwischen dem 7. und 17. Inkubationstag (engl. days in vitro, DIV)
elektrophysiologisch charakterisiert (siehe Kap. 2.6.5.3). Wahrend [+/-] Neurone
eine Haploinsuffizienz reprasentieren, kommt es in [-/-] Neuronen zu einem
vollstandigem Funktionsverlust, ahnlich einer ausgepragten dominant-negativen
Kv7.2 Mutation. Unser Hauptaugenmerk galt dabei der Entwicklung des M-Stroms

und des Feuerungsverhaltens der Neurone bei Depolarisation.
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Da in einer primaren Zellkultur aus fotalem hippokampalem Hirngewebe
von einer gewissen neuronalen Heterogenitat ausgegangen werden muss, wurden
in der vorliegenden Arbeit einige Kriterien fir die Auswahl der Neurone zugrunde
gelegt. Gemessen wurden Neurone, die ein pyramidaloides Aussehen aufwiesen
(Banker et Cowan, 1979; Peacock et al., 1979; Kriegstein et Dichter, 1983).
Bipolare oder fusiforme und sternformige Neurone wurden ausgeschlossen, da
eine Assoziation mit Interneuronen naheliegt, welche andere biophysikalische
Eigenschaften als Pyramidenzellen aufweisen (Freund et Buzsaki, 1996). In die
Auswertung eingeschlossen wurden Neurone, bei denen sowohl die Spannungs-
als auch die Stromklemmversuche durchgefuhrt wurden und die ein repetitives
Feuerungsverhalten zeigten. Dagegen wurden Neurone ausgeschlossen, die ein
Ruhemembranpotential Uber -50 mV bzw. einen Haltestrom gréfler als 100 pA
bendtigten, da ein groRer Leckstrom v.a. die Auswertung des
Feuerungsverhaltens stark verfalscht. Insgesamt wurden 216 Neurone gemessen.
Fir alle Messtage enthalten die Ergebnisse Daten von mindestens zwei
verschiedenen Foten, von mindestens zwei verschiedenen Muttertieren
(Tabelle 2).

Tabelle 2 Zusammensetzung der Ergebnisse in Bezug auf Anzahl der Foéten
unterschiedlicher Muttertiere (MT)

[+/+] [ +/-] [-/-]
MT/Foten MT/Foten MT/Foten

DIV 7 2/2 2/4
DIV 9/8 2/2 1/3 1/2
DIV 11/10 3/4 4/5 1/2
DIV 13/12 3/3 3/4 2/3
DIV 15/14 1/2 2/3 1/2
DIV 17 2/2 2/3
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3.2.1 Morphologie der Neurone in vitro

Direkt nach der Praparation hatten die Neurone eine kleine, spharische
Form. Doch schon in kurzester Zeit entwickelten sich Auslaufer und schon ab dem
dritten bis vierten Tag in Kultur (engl. days in vitro, DIV) bekamen die Zellen ihre
typische Form. GemaR der Literatur konnten wir auch in unseren Kulturen
zwischen pyramidaloiden, fusiformen, bipolaren und multipolaren/sternférmigen
Neuronen (Banker et Cowan, 1979; Peacock et al., 1979; Kriegstein et Dichter,
1983; Yang et al.,, 1993) unterscheiden. Im Laufe der ersten Woche nahm die
Grolle der Somata als auch die Lange der Auslaufer zu. Aufgrund der
Membransituation waren zu diesem Zeitpunkt elektrophysiologische Experimente
nur schlecht moglich. Da die Gliazellen initial durch das verwendete Medium
(siehe Kap. 2.1.2) gehemmt wurden, setzte das gliale Wachstum nach einigen
Tagen verzogert ein. Zwischen DIV 11 und DIV 15 entstand jedoch ein fast
geschlossener Gliarasen in den Kulturschalen, der einen flachen, matten,
epitheloiden oder fibrozellularen Eindruck machte. Auf ihm waren die Somata der
Neurone als helle und erhabene Zellkorper sichtbar. Mit Zunahme des neuronalen
Wachstums lagerten sich Auslaufer der Neurone zusammen. Ab DIV 17 hatte das
gliale Wachstum ein solches Ausmall angenommen, dass z.T. die Unterscheidung
zwischen Neuronen und Gliazellen schwieriger wurde. In einigen Kulturschalen
entwickelten sich die Neurone aus der spharischen Form aus unbekannten
Grinden nicht weiter; diese wurden aus den elektrophysiologischen Experimenten
ausgeschlossen. Ab DIV 15 verschlechterten sich die Kulturen zunehmend, so
dass ab DIV 19 keine elektrophysiologischen Messungen an Neuronen gelungen
sind. Insgesamt zeigten die Kulturen eine morphologische Entwicklung, wie sie
schon von anderen Gruppen zuvor beschrieben worden ist (Banker et Cowan,
1979; Peacock et al., 1979; Kriegstein et Dichter, 1983). In unseren Zellkulturen
war kein offensichtlicher morphologischer Unterschied zwischen [+/+], [+/-] und
[-/-] Neuronen feststellbar. Insbesondere [-/-] Neurone schienen eine aquivalente
Entwicklung zu durchlaufen, obwohl homozygote KCNQ2 Knock-Out Mause letal
sind. So konnten auch Watanabe et al. (2000) keine strukturellen Besonderheiten

des neuronalen Gewebes feststellen.
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3.2.2 Allgemeine biophysikalische Parameter der Neurone in vitro

Die Kapazitat einer Zelle ist abhangig von der Oberflache und damit von der
GrolRe einer Zelle und kann somit als Parameter des Zellwachstums dienen. Die
Bestimmung und Kompensation der Kapazitat einer verzweigten Zelle gestaltet
sich jedoch stets problematisch (vgl. Sakmann et Neher, 1995). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Zellkapazitat mit Hilfe der ,membrane test“-Option
der Clampfit Software (pClamp 8.2) bestimmt (vgl. Kap. 2.6.5.3). Dabei zeigte sich
fur alle drei Neuronenfamilien eine Zunahme der Zellkapazitat im Verlauf,
vereinbar mit der visuell beobachteten GrélRenprogredienz und Ausbildung der
Axone, Dendriten und Zellverbindungen in der Kulturschale. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Neuronenfamilien (Abb, 28A) festgestellt
werden. Als Hinweis fur die Anzahl von exprimierten lonenkandlen an der
Membranoberflache dient der Eingangswiderstand, welcher  durch
hyperpolarisierende Strompulse bestimmt wurde (vgl. Kap. 2.6.5.3). Dabei stellte
sich im Verlauf eine Abnahme des Eingangswiderstands aller Neuronenfamilien
dar, was auf eine Zunahme der exprimierten Kanale deutet, vereinbar mit einer
weiteren Ausdifferenzierung der Neurone in vitro. Auch hier zeigte keine der
Neuronenfamilien eine besondere Abweichung (Abb. 28B). Schliel3lich wurde das
Ruhepotential der Neurone miteinander verglichen. Das Ruhepotential wurde nach
Herstellung der Ganzzellkonfiguration und Umschalten in den ,Current-Clamp®
Modus direkt am Verstarker abgelesen. Dabei zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Neuronengruppen (Abb. 28C). Zusammenfassend
konnten keine Unterschiede in der Entwicklung der Zellkapazitat, des
Eingangswiderstands oder Ruhepotentials zwischen [+/+], [+/-] und [-/-] Neuronen
festgestellt werden. Hervorzuheben ist, dass [-/-] Neurone eine vergleichbare
Entwicklung zeigen, was bedeutet, dass ein vollstdndiges Fehlen der Ky7.2
Untereinheit zu keiner gravierenden Entwicklungsstérung der Neurone flhrt,
obwohl homozygote KCNQ2 Knock-Out Mause auf Grund von Lungenatelektasen
letal sind (Watanabe et al., 2000).
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Abb. 28 Entwicklung des Eingangswiderstand, der Kapazitiat und des Ruhepotentials

A Die Zellkapazitat der [+/+] (n=5-10), [+/-] (n=6-10) und [-/-] (n=5-8) Neurone wurde mit Hilfe der
Clampex Software bestimmt, ohne dass ein signifikanter Unterschied zwischen den
Neuronenfamilien feststellbar war. B Der Eingangswiderstand wurde durch hyperpolarisierende
Strompulse bestimmt. Dabei zeigte sich keine Abweichung in der Entwicklung der
Neuronenfamilien (n=4-11). C zeigt das Ruhepotential der gemessene Neurone. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den [+/+] (n=5), [+/-] (n=8) und [-/-] (n=6) Neuronen festgestellt
werden kann. Die Daten werden als Mittelwert + S.E.M. dargestellt.

3.2.3 Parameter der Aktionspotentiale

Nach Umschalten auf den Current-Clamp Modus wurde der injizierte Strom
so eingestellt, dass das Ruhemembranpotential ca. -60 mV betrug. Durch kurze
depolarisierende Strompulse wurden einzelne Aktionspotentiale ausgelost und im
Hinblick auf die maximale Aktionspotentialhdhe (engl. overshoot), der Dauer der
De- und Hyperpolarisation und der Aktionspotentialbreite bei halbmaximaler
Depolarisation ausgewertet  (siehe Kap. 2.6.5.3). Wahrend die
Aktionspotentialhdhe im Verlauf der Entwicklung zunahm, zeigte sich eine leichte
Verkurzung der Depolarisationszeit, eine Reduktion der Aktionspotentialbreite und
eine Beschleunigung der Repolarisation. Hierbei waren jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Neuronenfamilien feststellbar (Tabelle 23), so
dass ein Verlust der Ky7.2 Untereinheit und einer damit wohl verbundenen

Reduktion des M-Stroms die Form des Aktionspotentials nicht beeinflusst.
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Tabelle 3 Entwicklung der Aktionspotentiale

Von einem Ruhepotential von -60 mV ausgehend wurden durch kurze depolarisierende Strompulse
einzelne Aktionspotentiale ausgeldst. Die Aktionspotentiale wurden daraufhin in Hinblick auf die
maximale Aktionspotentialhdhe (spike peak), der Dauer der Depolarisation (spike rise time) und

der Hyperpolarisation (spike decay time) und der

Depolarisation (spike half width) ausgewertet.

Aktionspotentialbreite auf halbmaximaler

[+/+] [+-] [--]

DIV 7 Spike peak (mV) 43,0+£8,1 (n=4) | 38,3+£9,3 (n=4)

Spike rise time (ms) 0,42 + 0,03 (n=4) | 0,38+ 0,03 (n=5)

Spike half width (ms) 0,95+ 0,06 (n=4) | 0,82+ 0,03 (n=5)

Spike decay time (ms) | 0,53 £ 0,09 (n=4) | 0,45+ 0,02 (n=5)
DIV 9/ Spike peak (mV) 38,1+8,1 (n=4) |42,6+3,2 (n=3) |50,1+7,7 (n=4)
DIV 8 Spike rise time (ms) 0,38+ 0,03 (n=4) | 0,36 + 0,03 (n=4) | 0,36 + 0,01 (n=4)

Spike half width (ms) 0,87 +0,08 (n=4) | 0,86+ 0,07 (n=4) | 0,91+ 0,03 (n=4)

Spike decay time (ms) | 0,54 + 0,07 (n=4) | 0,52 + 0,06 (n=4) | 0,55+ 0,04 (n=4)
DIV11/ Spike peak (mV) 425+57 (n=5) |40,7+£9,5 (n=4) |46,3£55 (n=5)
DIV10 Srike rise time (ms) 0,32+ 0,02 (n=5) | 0,29+ 0,01 (n=4) | 0,33 £ 0,03 (n=5)

Spike half width (ms) 0,75+ 0,07 (n=5) | 0,65+ 0,06 (n=4) | 0,90 + 0,08 (n=5)

Spike decay time (ms) | 0,43+ 0,06 (n=5) | 0,35+ 0,03 (n=4) | 0,48 + 0,04 (n=5)
DIV13/ Spike peak (mV) 43,0+4,7 (n=5) |42,0+£3,5 (n=4) | 40,773 (n=4)
DIV12 Srike rise time (ms) 0,29+0,02 (n=7) | 0,28 +0,02 (n=5) | 0,31 +£0,02 (n=5)

Spike half width (ms) 0,68 +0,05 (n=7) | 0,64 + 0,04 (n=5) | 0,69+ 0,03 (n=5)

Spike decay time (ms) | 0,39 + 0,03 (n=7) | 0,36 + 0,03 (n=5) | 0,39 + 0,01 (n=5)
DIV15/ Spike peak (mV) 479+51 (n=3) | 452+53 (n=4) | 46,4+6,7 (n=3)
DIV14 Srike rise time (ms) 0,28 + 0,08 (n=5) | 0,30+ 0,02 (n=4) | 0,32+ 0,09 (n=3)

Spike half width (ms) 0,69+ 0,08 (n=5) | 0,69+0,01 (n=4) | 0,630,111 (n=2)

Spike decay time (ms) | 0,44 + 0,07 (n=5) | 0,38 + 0,01 (n=4) | 0,47 + 0,15 (n=2)

3.2.4 Unterschiede zwischen [+/+] und [+/-] Neuronen

3.2.4.1 Entwicklung des M-Stroms und der mAHP

Da heteromere Ky7.2/ Ky7.3 Kanale Haupttrager des M-Stroms sind, sollte

eine Haploinsuffizienz der K\7.2 Untereinheit eine Reduktion des M-Stroms zur
Folge haben. Zur Bestimmung des M-Stroms wurden die Neurone nach dem
,klassischen“ M-Stromprotokoll (Adams und Brown, 1980) vom Haltepotential
bei -70 mV mit einem 1 s dauernden Puls auf -20 mV depolarisiert, gefolgt von
einem 600 ms langen Puls auf -40 mV. Hierbei bobachtet man die M- typische
Stromkonfiguration, die durch die Deaktivierung der M-Kanale entsteht (Shah et
2003; Shahidullah et al. 2005). Tragt man die

Stromamplitude zu Beginn (engl. instantaneous, inst) und den um den Leckstrom

al., 2002; Passmore et al.,

korrigierten (engl. leak-substracted) Strom zum Schluss (engl. steady state, stst)
des repolarisierenden zweiten Pulses als Strom-Spannung-Beziehung gegenuber

der angelegten Spannung auf (vgl. Kap. 2.6.5.3), erhalt man das M-typische
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Verhaltnis, das schon von Adams et al. (1982) beschrieben worden ist. Der
Schnittpunkt zwischen der “stst”- und der “inst’-Kurve gibt das Umkehrpotential
der Kanale wieder und liegt fur beide Neuronenfamilien unter diesen Bedingungen
bei ca. -70 mV. Das Schwellenpotential liegt bei ca. -60 mV. Ahnliche Werte
werden auch von Shahidullah et al. (2005) und Passmore et al. (2003)
angegeben. Die Differenz zwischen dem Strom am Anfang und am Ende dieses
Pulses liefert ein Mal} fir den M-Strom (vgl. Schweitzer et al., 1993). Tatsachlich
zeigten [+/-] Neurone im Vergleich zu [+/+] Neuronen ab DIV 9 tendenziell
geringere M-Stromamplituden, jedoch war der Unterschied bis auf DIV 11
statistisch nicht signifikant (Abb. 29). Grinde dafur sind in der geringen Anzahl der
gemessenen Neurone und in der etwas unsicheren Bestimmung der Zellkapazitat
zu suchen. An DIV 7 und DIV 9 war kein Unterschied in den M-Stromamplituden
feststellbar, was darauf hindeutet, dass die M-Kanale noch nicht exprimiert bzw.

andere Untereinheiten als Ky7.2 exprimiert werden.

Zusatzlich wurde die mAHP als ein M-Strom abhangiger Parameter
bestimmt. Nach Umschalten auf den Current-Clamp Modus wurde der injizierte
Strom so eingestellt, dass das Ruhemembranpotential ca. -60 mV betrug.
Anschlie®end wurden durch kurze depolarisierende Strompulse einzelne
Aktionspotentiale ausgeldost. Den so ausgelosten Aktionspotentialen folgte
meistens eine fAHP und eine zwischen 20 und 50 ms andauernde mAHP, gefolgt
von einer unterschiedlich langer sAHP (vgl. Abb. 30A). Allerdings war die fAHP

nicht immer eindeutig von der mAHP zu unterscheiden (vgl. Abb. 30B).
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Abb. 29 Entwicklung des M-Stroms

Die Neurone wurde nach dem ,klassischen® M-Stromprotokoll (Adams und Brown, 1980) vom
Haltepotential bei -70 mV mit einem 1 s dauernden Puls auf -20 mV depolarisiert. Es folgt ein 600
ms langer Puls zwischen -30 und -120 mV. Zu Beginn der Depolarisation zeigte sich meist ein
grofRer, schnell inaktivierender Auswartsstrom (A-Strom), der M-Strom wird reprasentiert als
Differenz zwischen dem Strom am Anfang und am Ende des zweiten Pulses (vgl. Schweitzer et al.,
1993). Die Daten sind als Mittelwert £ S.E.M. dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind
mit (*) gekennzeichnet: *P<0.05.
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Die Hohe der mAHP wurde durch Mittelung eines 5 - 10 ms Intervalls nach
Ablauf der 5 ms andauernden fAHP bestimmt (vgl. Kap. 2.6.5.3). Tatsachlich
zeigte sich eine signifikant geringere mAHP der [+/-] Neurone im Vergleich zu den
[+/+] Neurone (Abb. 30C) an DIV 11 und DIV 13. Vor DIV 11 war kein Unterschied
zwischen den beiden Neuronenfamilien feststellbar. Die groRe mAHP an DIV 7
konnte unter BerlUcksichtigung der geringen M-Stromamplitude, die an DIV 7
gemessen wurde, dadurch Zustande kommen, dass der persistierende
Natriumstrom (Azouz et al., 1996; Su et al., 2001), welcher als Gegenspieler der
M-Kanale eine ADP hervorrufen, noch nicht ausgebildet ist (vgl. auch Kap.
3.2.4.4).
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Abb. 30 Entwicklung der mAHP

Von einem Ruhepotential von -60 mV ausgehend wurden durch kurze depolarisierende Strompulse
einzelne Aktionspotentiale ausgeldst, beispielhafte Aktionspotentiale fir [+/+] (A) und [+/-] (B)
Neurone. Die fAHP war nicht immer eindeutig von der mAHP zu unterscheiden. Die Hohe der
mAHP wurde durch Mittelung eines 5-10 ms Intervalls nach Ablauf der 5 ms andauernden fAHP
bestimmt. C [+/-] Neurone zeigten im Vergleich zu den [+/+] Neuronen an DIV 11 (n=5-6) und DIV
13 (n=5-7) signifikant geringere MAHP. Vor DIV 11 und nach DIV 13 war kein Unterschied
zwischen den beiden Neuronenfamilien feststellbar. Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M.
dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit (*) gekennzeichnet: *P<0.05.
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3.2.4.2 Entwicklung der Feuerungsraten

Da ein Unterschied in der M-Stromamplitude und der mAHP festgestellt
wurde, stellte sich die Frage nach der Auswirkung auf das Feuerungsverhalten.
Nach Umschalten auf den Current-Clamp Modus wurde der injizierte Strom so
eingestellt,dass das Ruhemembranpotential ca. -80 mV betrug. Anschlielend
wurden 500 ms andauernde, depolarisierende Strompulse in 0,025 nA Schritten
appliziert und die Anzahl der Aktionspotentiale gezahlt. Vergleicht man nun die
Anzahl der Aktionpotentiale, die durch Injektion von 0,15 nA hervorgerufen
werden, beobachtet man im Verlauf eine Reduktion der Aktionspotentialfrequenz
fur [+/+] und [+/-] Neurone, wobei jedoch die [+/-] Neurone an DIV 11 und DIV 13
eine signifikant hohere AP-Frequenz bei gleichem injizierten Strom aufwiesen.
Nach DIV 15 war kein Unterschied feststellbar (Abb. 31B). Die AP-Frequenz an
DIV 7 war nicht zuverlassig bestimmbar, da schon eine geringe Strominjektion AP-
Folgen mit abnehmender Amplitude hervorrief, welche nach einigen
Aktionspotentialen sistierten. Dieses Phanomen wurde auf ein unreifes
Natriumkanalsystem zurtckgefuhrt (vgl. auch Kap. 3.2.4.4). Des Weiteren zeigten
[+/+] und [+/-] Neurone an den Tagen DIV 11 (Abb. 31C) und DIV 13 (Abb. 31D)
unterschiedliche Antwortverhalten auf die depolarisierenden Strompulse. Neben
der hoheren maximalen Feuerungsrate zeigten [+/-] Neurone eine
Linksverschiebung der ,Aktionspotentialantwortkurve®, d.h. der Anzahl an APs auf
unterschiedliche depolarisierende Strompulse, was einer hdheren neuronalen
Erregbarkeit entspricht. Dieses unterschiedliche Antwortverhalten war ab dem Tag
DIV 15 nicht mehr feststellbar (Abb. 31E).
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Abb. 31 Entwicklung der Feuerungsrate

Das Haltepotential der Neurone wurde manuell auf -80 mV eingestellt und 500 ms andauernde,
depolarisierende Strompulse in 0,025 nA Schritten appliziert. A zeigt reprasentative Aufnahmen
von +0,15 nA fir [+/4] und [+/-] Neurone. B Die Anzahl der Aktionspotentiale bei +0,15 nA wurden
ausgezahlt und flr verschiedene Tage verglichen. Zwischen DIV 9 und DIV 15 beobachtet man im
Verlauf eine Reduktion der Aktionspotentialfrequenz fir [+/+] und [+/-] Neurone, wobei die [+/-]
Neurone an DIV 11 (n=7-8) und DIV 13 (n=7-9) eine signifikant hohere AP-Frequenz zeigten. Nach
DIV 15 war kein Unterschied feststellbar. Neben der héheren maximalen Feuerungsrate zeigten
[+/-] Neurone eine Linksverschiebung der Aktionspotentialantwortkurve auf depolarisierende
Strompulse fiir die Tage DIV 11 (C, n=7-8) und DIV 13 (D, n=7-9), was einer hdheren neuronalen
Erregbarkeit entspricht. Dieses unterschiedliche Antwortverhalten war ab dem Tag DIV 15 nicht
mehr feststellbar (E). Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M. dargestellt. Statistisch signifikante
Unterschiede sind mit (*) gekennzeichnet: *P<0.05.
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3.2.4.3 Unterschiede in der Aktionspotentialadaptation

Den Eigenschaften des M-Stroms entsprechend wird angenommen, dass
die mAHP far die AP-Adaptation verantwortlich ist, d.h. die maximale
Feuerungsrate eines konstant feuernden Neurons limitiert. Diese Adaptation zeigt
sich in einer Zunahme des Intervalls zwischen den Aktionspotentialen (engl.
interspike interval, ISI) (Gu et al., 2005). Zur Bestimmung der ISI wurden 200 ms
andauernde Strompulse so gewahlt, so dass genau 8 Aktionspotentiale ausgelost
wurden (Abb. 32A). AnschlieBend wurden die Intervalle zwischen den APs
bestimmt. Tatsachlich zeigten [+/+] Neurone neben signifikant langeren ISls eine
starkere Zunahme der ISI von AP zu AP, was als Adaptation zu deuten ist. Des
Weiteren beobachtet man am Ende solcher AP-Salven eine kumulative mAHP, die
von der Anzahl der ausgelosten APs abhangt. Eine fAHP fehlt nach solchem
Messprotokoll (Lancaster et Nicoll, 1987; Storm, 1989). Auch ein Vergleich dieser
mMAHP liefert eine signifikante Reduktion der mAHP bei [+/-] Neuronen (Abb. 32B).
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Abb. 32 Unterschiede in der Adaptation (DIV 13)

Zur Bestimmung der I1SI wurden am Tag DIV 13 200 ms andauernde Strompulse so gewahlt, dass
genau 8 Aktionspotentiale ausgeldst wurden (A). AnschlieRend wurden die Intervalle zwischen den
AP-Maximals bestimmt. [+/+] Neurone zeigten neben signifikant langeren ISIs eine starkere
Zunahme der ISI von AP zu AP (n=5-6), was als Adaptation zu deuten ist (B). Am Ende solcher
AP-Salven beobachtet man eine mAHP (A). Ein Vergleich dieser mAHP liefert eine signifikante
Reduktion der mAHP bei [+/-] Neuronen (n=5-6). Die Daten werden als Mittelwert £+ S.E.M.
dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit (*) gekennzeichnet: *P<0.05.
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3.2.4.4 Entwicklung anderer Natrium- und Kaliumstrome

Die  Auswertung der AP-Form zeigte eine Zunahme der
Aktionspotentialhndhe, eine leichte Verkurzung der Depolarisationszeit, eine
Reduktion der Aktionspotentialbreite und eine Beschleunigung der Repolarisation
im Verlauf der Entwicklung, was als Hinweis auf eine Entwicklung des
Natriumkanalsystems in vitro gewertet werden kann. Um dies zu bestatigen
wurden der als Natriumstrom gedeutete, schnelle, einwarts gerichtete Strom
ausgewertet (Bahrey et Moody et al., 2002), der im Rahmen des ,klassischen M-
Stromprotokolls® (siehe Kap. 2.6.5.3) bei der Depolarisation vom Haltepotential bei
-70 mV auf -20 mV auftritt (Abb. 33A). Dabei zeigt sich eine kontinuierlich
Zunahme der Stromamplitude zwischen DIV 7 und DIV 13, ohne dass signifikante
Unterschiede zwischen [+/+] und [+/-] Neuronen feststellt wurden (Abb. 33C). Da
der persistierende Natriumstrom der Gegenspieler des M-Stroms bei der
Ausbildung der mAHP in hippokampalen Pyramidenzellen ist (Yue et Yaari, 2004),
hatte eine veranderte Entwicklung dieses Stroms in [+/+] und [+/-] Neuronen die
spate Angleichung der mAHP erklaren konnen. Durch diese Ergebnisse wird dies
jedoch eher unwahrscheinlich. Allerdings kann die Zunahme des vermeintlichen
Natriumstroms die Zunahme der AP-Amplitude und die Verkirzung der AP-
Aufstrichszeit erklaren (vgl. Abb. 14).

Wie unter Kap. 1.2 beschrieben, wurden in hippokampalen Neuronen
weitere Kaliumstrome beschrieben, die sich nach Depolarisation als transiente
Auswartstrome zeigen (Storm, 1990; Nerbonne et al., 2008). Eine elegante und
einfache Moglichkeit ist die Unterscheidung der Strome entsprechend ihrer
Deaktivierungszeitkonstanten (siehe Kap. 2.6.5.3). Hierzu wurden die Neurone
von einem Haltepotential von -80 mV ausgehend mit einem 2s andauernden Puls
auf +30 mV depolarisiert. Es zeigte sich ein Auswartsstrom mit schneller und

langsam abfallender Komponenten. Es lies sich meist eine Exponentialfunktion
dritter Ordnung an den Strom anpassen. Die schnelle Komponente (Tgecay ~30 ms)
wird dem A-Strom (la) zugeschrieben (Kang et al., 2000; Yuan et al., 2005;
Nerbonne et al., 2008). Die mittlere Zeitkonstante (Tgecay ~200 ms) wird als

Komponente des D-Stroms (Ip) betrachtet (Storm, 1987 und 1990; Locke et
Nerbonne, 1997; Yuan et al., 2005; Nerbonne et al., 2008). Schlie3lich gilt die

langsamste Komponente (Tqecay ~1 ) als Ik vermittelt (Nerbonne et al., 2008). Fir
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DIV 13 ergaben sich fur [+/+] Neurone 42,6 £ 12,3 ms, 144,8 + 9,6 ms und 1293,3
t+ 144,3 (n=4) und fur [+/-] Neurone 32,5 + 5,5 ms, 163,5 £ 24,1 ms und 1087,4 +
207,4 (n=6), so dass angenommen werden kann, dass es sich hierbei um die
Strome la, Ip und I handelt. Allerdings war die Unterscheidung zwischen I und Ip
z.T. sehr schwierig, so dass zur einfacheren Analyse die Differenz zwischen
initialer Stromamplitude und Stromniveau am Ende des depolarisierenden Pulses
auf +30 mV als Mal} fir den gesamten transienten Kaliumstrom genommen wurde
(Abb. 33C). Hierbei zeigte sich im Verlauf eine geringe Entwicklung der
Gesamtamplitude der transienten Kaliumstrome und v.a. kein signifikanter
Unterschied zwischen [+/+] und [+/-] Neuronen (vgl. Bahrey et Moody et al., 2002),
womit eine Hochregulation dieser Kanale als Kompensationsmechanismus des
Kv7.2 Ausfalls eher unwahrscheinlich ist (Abb. 33D).
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Abb. 33 Ina und Ik

A zeigt das gleiche Neuron wie in Abb. 29A (DIV 11) mit anderer Zeitskalierung. Man beachte den
schnellen, einwarts gerichteten Strom. B Im Verlauf zeigt sich eine Zunahme der Stromamplitude
dieses Stroms. C Die Depolarisation auf +30 mV produziert einen transienten Kaliumstrom, an den
eine Exponentialfunktion dritten Grades angepasst werden kann (la, Ip, lk). D Die Differenz
zwischen initialer Amplitude und finalem Stromniveau zeigt im Verlauf keine Veranderung. Es
konnten keine signifikante Unterschiede zwischen [+/+] und [+/-] Neuronen festgestellt werden. Die
Daten sind als Mittelwert + S.E.M. dargestellt.
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3.2.4.5 H-Strom

Es wird schon lange diskutiert, dass auch HCN/H-Kanale an der mAHP
v.a. bei hyperpolarisierten Haltepotentialen beteiligt sein konnten (Storm, 1989;
Williamson et Alger, 1990; Maccaferri et al., 1993; Gu et al., 2005). So konnte
gezeigt werden, dass die mAHP bei -80 mV nicht auf M-Kanale zurickzuflhren ist
und dass der selektive H-Kanalblocker ZD7288 lediglich bei einem Haltepotential
von -80 mV, jedoch nicht bei -60 mV, einen Effekt auf die mAHP hat (Gu et al.,
2005).

Nach manueller Einstellung des Ruhepotentials auf -80 mV wurden durch
kurze depolarisierende Strompulse einzelne Aktionspotentiale ausgelost. Wahrend
die Neurone bei einem Haltepotential von -60 mV eine mAHP zeigten (

Abb. 30), folgte den Aktionspotentialen bei -80 mV eine ADP. Dieser
Wechsel zeigte sich bei allen untersuchten Neuronen (Abb. 34A). Dabei
konnte bei Neuronen, die bei -60 mV eine ausgepragte fAHP zeigten, ebenfalls
eine fAHP bei -80 mV beobachtet werden (Abb. 34B). Bei Neuronen ohne
ausgepragte fAHP geht die Repolarisationsphase der Aktionspotentiale in eine
ADP uber (Abb. 34A). Zur Quantifizierung wurde mit Hilfe der Clampfit Software
die Flache unterhalb der ADP bestimmt (vgl. Kap. 2.6.5.3). Unerwarteterweise
zeigten die [+/-] Neurone im Vergleich zu [+/+] Neuronen eine zunehmend
geringere ADP, was mit einer niedrigeren Exzitabilitdt einhergeht (Abb. 34C).
Allerdings wirde eine Reduktion des M-Stroms eine Zunahme der ADP erwarten
lassen. Davon ausgehend, dass die mAHP/ADP bei diesem Membranpotential
v.a. auf H-Kanale zurickzufuhren ist, konnte die Abnahme der ADP auf eine
Hochregulierung der H-Kanale hindeuten. Tatsachlich konnten an DIV 13 in ca. 40
% aller gemessenen [+/-] Neurone eine Senkung der M-Kanaldeaktivierungskurve
bei stark negativen Potentialen beobachtet werden (Abb. 34D), welche durch die
Aktivierung von H-Kanalen zustande kommt (Schweitzer et al., 1993). Allerdings
fiel die H-Strom typische Absackung (engl. ,sag“) in den Current-Clamp
Experimenten (Gu et al., 2005) sehr klein aus, so dass keine genaue Aussage
uber die Hochregulation des H-Stroms gemacht werden kann. Hierzu sind weitere
Experimente erforderlich.
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Abb. 34 H-Strom

Bei einem Ruhepotential von -80 mV wurden einzelne Aktionspotentiale fur [+/+] (A) und [+/-] (B)
Neurone ausgeldst (gezeigt werden die gleiche Neurone wie in (Abb. 30). Aus der mAHP bei -60
mV wurde eine ADP (*), die fAHP (1) blieb unverandert. Die Flache der ADP wurde mit Hilfe der
Clampfit Software berechnet.C Unerwarteterweise zeigten [+/-] Neurone im Gegensatz zu [+/+]
Neurone eine zunehmende Abnahme der ADP im Verlauf. D Tatsachlich konnte an DIV 13 in ca.
40% aller gemessenen [+/-] Neurone eine Senkung der M-Kanaldeaktivierungskurve bei stark
negativen Potentialen beobachtet werden (1).Die Daten werden als Mittelwert + S.E.M. dargestellt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Unterschiede in der
Exzitabilitat zwischen [+/+] und [+/-] Neuronen auferst gering ausfallen. Diese
Befunde passen zur Beobachtung, dass heterozygote Knock-Out Mause -aulder
einer erhohten Anfalligkeit fir pharmakologisch induzierte epileptische Anfalle-
einen unauffalligen Phanotyp aufweisen. [+/+] und [+/-] Neurone zeigen eine
ahnliche morphologische Entwicklung und auch die Basisparameter Kapazitat,
Eingangswiderstand, Ruhepotential und Form der Aktionspotentiale stimmen in
den ersten zwei Wochen in Kultur Uberein. Auch die Entwicklung der Natrium- und
der transienten Kaliumstromen durchlauft eine aquivalente Entwicklung in beiden
Neuronengruppen. Tatsachlich zeigten [+/-] Neurone eine reduzierte M-

Stromamplitude, doch lediglich an den Tagen DIV 11 und DIV 13 konnte ein
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signifikanter Unterschied der mAHP Amplitude festgestellt werden. Dies spiegelt
sich in einer erhdhten neuronalen Erregbarkeit der [+/-] Neurone an diesen Tagen
wieder, die sich in einer erhdhten Feuerungsrate mit reduzierten ISIs und
linksverschobener AP-Antwortkurve nach depolarisierenden Strompulsen aulerte.
Als Beispiel einer vollstandigen Haploinsuffizienz war dieses Verhalten der [+/-]
Neurone zu erwarten (Jentsch, 2000). Ab DIV 15 waren die Unterschiede
zwischen den beiden Neuronenfamilien jedoch aufgehoben. Zusammen mit den
Uberraschenden Ergebnissen bzgl. der ADP Entwicklung bei -80 mV kdnnte dies

ein Hinweis dafur sein, warum BFNS Anfalle auf die Perinatalperiode limitiert sind.

3.2.5 Unterschiede zwischen [+/-] und [-/-] Neuronen

Schon lange wird angenommen, dass eine Reduktion der Ky7.2 Expression
jenseits der Haploinsuffizienz im Sinne einer dominant-negativen Mutation
potentiell zu einem erweiterten Phanotyp fuhrt (Jentsch, 2000). Neuronen von
homozygote KCNQ2 Knock-Out [-/-] Mausen entsprechen einer Situation bei
totaler dominant-negativer Wirkung einer Ky7.2 Mutation. So interessierte uns, ob
[-/-] Neurone durch den kompletten Verlust der Ky7.2 Untereinheit andere
elektrophysiologische Eigenschaften entwickeln als [+/-] Neurone, die eine

Haploinsuffizienz aufweisen.

Die ersten Beobachtungen bzgl. der Entwicklung der Morphologie und der
Basisparameter Zellkapazitat, Eingangswiderstand und AP-Parameter zeigten
eine vergleichbare Entwicklung der [-/-] Neurone im Vergleich zu [+/+] und [+/-]
Neurone. Erwartungsgemaly sollte eine komplette Ausschaltung der Ky7.2
Untereinheit zu einer weiteren Reduktion des M-Stroms im Vergleich zu [+/-]
Neuronen und zu einer weiteren Zunahme der neuronalen Erregbarkeit fihren.
Tatsachlich konnte eine Reduktion der M-Stromamplitude nachgewiesen werden,
die allerdings lediglich fur den Tag DIV 10 statistisch signifikant war. Im Gegensatz
zu den [+/+] und [+/-] Neuronen zeigten [-/-] Neurone jedoch keine progrediente
Zumahme des M-Stroms (Abb. 35C). Dementsprechend zeigte die Analyse der
mAHP eine signifikante Reduktion der mAHP Amplitude an den Tagen DIV 10 und
DIV 12 im Vergleich zu [+/-] Neuronen. Auch hier fehlte die Zunahme der
Amplitude im Laufe der zweiten Woche in Kultur (Abb. 35D).
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Abb. 35 M-Strom bei [-/-] Neuronen

A zeigt beispielhafte Strome von [-/-] Neuronen nach M-Stromprotokoll. B Strom-Spannungs-
Beziehungen der Stromamplitude zu Beginn (inst, instantaneous) und der Leckstrom Korrigierte
(leak-substracted) Strom gegen Ende (stst, steady-state) des repolarisierenden zweiten Pulses.
Der Schnittpunkt dieser Kurven entspricht dem Umkehrpotential des M-Stroms. Die Flache
zwischen den Kurven ist ein Mal fir den M-Strom. C Bei -40 mV zeigen [-/-] Neurone (n=3-7) ab
DIV 8 geringere M-Stromamplituden als [+/-] Neurone (n=5-9). D Die mAHP am Ende von
einzelnen APs war fir die Tage DIV 10 (n=5-7) und DIV 12 (n=5-6) fir [-/-] im Vergleich zu [+/-]
signifikant reduziert. Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M. dargestellt. Statistisch signifikante
Unterschiede sind mit (*) gekennzeichnet: *P<0.05.

Durch die weitere Reduktion des M-Stroms und der mAHP erwartet man
eine Zunahme der neuronalen Exzitabilitat. Allerdings zeigte der Vergleich der AP-
Frequenzen, welche sich bei Injektion von +0,15 nA einstellen, keinen
Unterschied zwischen [+/-] und [-/-] Neuronen (Abb. 35A). Auch die AP-
Antwortkurven auf depolarisierende Strompulse fur die Tage DIV 10, DIV 12 und
DIV 14 ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen [+/-] und [-/-]
Neuronen (Abb. 36B-D).
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Abb. 36 Feuerungsverhalten von [-/-] Neuronen

Sowohl die Aktionspotentialfrequenz bei +0,15 nA (A) als auch die AP-Antwortkurve auf
depolarisierende Strompulse an den Tagen DIV 10 (B), DIV 12 (C) und DIV 14 (D) zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen [-/-] (n=4-5 ) und [+/-] (n=7-9) Neuronen, so dass nicht von
einer erhdhten neuronalen Erregbarkeit ausgegangen werden kann.

Zusammenfassed zeigen [-/-] Neurone eine den [+/+] und [+/-] Neurone
entsprechende morphologische Entwicklung und auch die Basisparameter
Kapazitat, Eingangswiderstand, Ruhepotential und Form der Aktionspotentiale
stimmen in den ersten zwei Wochen in Kultur weitesgehend Uberein. Das ist
insofern interessant, da bekannt ist, dass homozygote KCNQ2 Knock-Out Mause
letal sind (Watanabe et al., 2000). Dennoch sind [-/-] Neurone ein interessantes
Untersuchungsobjekt, um die Effekte einer moglichen Ky7.2 Mutation mit
vollstandiger dominant-negativer Wirkung zu untersuchen. Tatsachlich zeigen [-/-]
Neurone im Vergleich zu [+/-] Neuronen eine weitere Reduktion des M-Stroms und
der mAHP. Allerdings scheint dies unerwarteterweise nicht zu einer Erhéhung der
neuronalen Erregbarkeit zu fuhren. So ist das Feuerungsverhalten der Neurone
beider Mauselinien im Hinblick auf die absolute Anzahl an APs als auch im

Antwortverhalten auf depolarisierende Pulse vergleichbar.
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4 DISKUSSION

4.1 Die N258S Mutation

Mutationen der Ky7.2 und Ky7.3 Kaliumkanale fluhren zu einer
idiopathischen Epilepsieform des Neugeborenenalters (benigne familiare
neonatale Konvulsionen, BFNS) (Bievert et al., 1998). Mittlerweile sind Uber 30
BFNS Mutation in fast allen Bereichen des Ky\7.2 Kanals entdeckt worden
(Maljevic et al.,, 2008). Bei diesen handelt es sich um Missense-, Nonsense-,
Insertions- und Spleiss-Stellen-Mutationen, die alle zu einer Reduktion des
resultierenden Kaliumstroms fihren. N258S ist nun die erste missense Mutation
des Ky7.2 Kanals zwischen der S5 Domane und der Porenregion. Diese Mutation
ist bei drei Mitgliedern einer tlrkischen Familie mit BFNS typischen Anfallen am
dritten Lebenstag entdeckt worden (Yalcin et al., 2007). Die Bedeutung der
Aminosaurenposition 258 wird durch die Konservierung in humanen Ky7.4, Ky7.5,
in Ky7.2 von Ratten und in Ky7.2 und Ky7.5 Untereinheiten in Mausen
unterstrichen (Abb. 37). Aufgrund der Nahe zur porenbildenden Proteinregion lag
zunachste eine  Beeintrachtigung der  Kanalleitfahigkeit ~oder dem

Kanalschaltverhalten nahe.

Sequenz Gen Spezies
SFLWVYLAEKGENDHFDTY ADALWWGLITLT — KCMNQZ Homo sapiens
SFLWYLAEKDANSDFSSY ADSLAWY KCNGQ4 Homo sapiens

SFLVYLAEKGENDHFDTY ADALWWGLITLT — KvEBN1 Homo sapiens
SFLWYLVEKDANKEFSTY ADALWWGTITLT KCNQS Homo sapiens
SFLVYLAEKGENDHFDTY ADAL KCNG2 Rattus norvegicus
SFLWYLAEKGENDHFDTY ADALWWGLITLT el Mus musculus
SFLVYLVEKDANKEFSTY ADALWWGTITLT KCMNQS MUS musculus
SFLWYLCEKNTNDKY QTEFADALWWGWITL k-1 C. elegans

Abb. 37 Konservierung der Aminosaurenposition 258 (aus Yalcin et al., 2007).
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4.1.1 Pathophysiologischer Mechanismus der N258S Mutation

Unsere Experimente lassen nun den Schluss zu, dass der
Pathomechanismus, wodurch die N258S Mutante zu BFNS fluhrt, eine Stérung
des post-translationalen Transports des Proteins (engl. trafficking defekt) ist.
Homomere N258S Kanale flihren in beiden untersuchten Expressionssystemen,
CHO Zellen und Xenopus Oozyten, zu sehr kleinen Kaliumstromen. Im Gegensatz
dazu fuhrt eine Koexpression mit der Ky7.3 Untereinheit oder eine Expression in
Fusionsproteinen zu einem Kaliumstrom, der ein ahnliches Verhalten zu den
entsprechenden WT Stromen zeigt (Wang et al., 1998; Selyanko et al., 2000) und
auch ahnliche Einzelkanaleigenschaften mit den entsprechenden WT Kanalen hat
(Selyanko et al., 2001; Li et al., 2004a, b), jedoch eine auf die Halfte reduzierte
Amplitude aufweist.

Des Weiteren konnte der N258S vermittelte Kaliumstrom durch eine
Erniedrigung der Inkubationstemperatur (engl. temperature rescue) und durch
Inkubation mit dem Ky7.2 Kanal6ffner Retigabin (engl. pharmacological rescue)
partiell wiederhergestellt werden. Die Phanomene des temperature rescue” und
,pharmacological rescue“ sind bekannt und gut untersucht fur Mutationen der
hERG Kaliumkanalfamilie, die mit den Ky7.2 Kanalen eng verwandt sind (Zhou et
al., 1999; Gong et al. 2004; Gong et al. 2005), aber sie sind bisher nicht fur
Mutationen des Ky7.2 Kanals gezeigt worden. Es wird angenommen, dass eine
reduzierte Inkubationstemperatur Zwischenstufen der post-translationalen
Proteinfaltung und Kanalblocker, welche in der Nahe der intrazellularen
Porendffnung binden, wo die vier Untereinheiten eines funktionellen Kanals
interagieren, die oligomere Proteinintegritat stabilisieren konnen (Robertson et
January, 2006).

In Anlehnung an diese Beobachtungen zeigte die N258S Mutation, als
bisher vierte Ky7.2 Mutation (Dedek et al., 2001; Singh et al., 2003; Wuttke et al.,
2007) einen dominant-negativen Effekt auf den WT Strom. Demzufolge konnte die
N258S Mutation eine Stérung der post-translationalen Proteinfaltung auslésen.
Die falsch gefalteten homere N258S Kanale haben demnach Schwierigkeiten

ihren Weg an die Membranoberflache zu finden. Gleichzeitig scheint der Einbau
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der N258S Untereinheit in heteromeren Kanale mit funktionellen K\7.2 WT
Untereinheiten dazu zu fuhren, dass auch die WT Untereinheiten zum Teil im ER

zurtckgehalten werden.

Die richtige Konformation wird wahrscheinlich durch eine Assoziation mit
Kv7.3 Untereinheiten zu etwa 50% wiederhergestellt, was sowohl bei
Koexpression als auch bei Expression in Fusionsproteinen durch einen
entsprechenden Anstieg der Stromamplitude suggeriert wird. Des Weiteren kdnnte
die Konformationskorrektur durch eine Reduktion der Inkubationstemperatur oder
bei Inkubation mit dem Ky7.2 Kanaloffner Retigabin, jedoch nicht mit dem Ky7.2
Kanalblocker XE991, ausgeldst werden. Im Gegensatz zu Retigabin, welches in
der Nahe der intrazellularen Porendéffnung bindet (Schenzer et al., 2005; Wuttke et
al., 2005), soll das Linopirdin-Analogon XE991 extrazellular binden (Costa et
Brown, 1997; Lamas et al., 1997). Allerdings sind weitere Studien notwendig, um

den genauen biochemischen und strukturellen Mechanismus zu identifizieren.

Bei der Ontogenese von lonenkanalen scheint der Vorgang der
Glykosylierung, der im Endoplasmatischen Retikulum oder im Golgi Apparat
stattfindet, eine wichtige Rolle sowohl bei der Proteinfaltung und -stabilitat als
auch beim Transport und dem Umsatz des Kanals an der Zellmembran zu spielen
(Lennarz, 1983). In einer Vielzahl von spannungsabhangigen Kaliumkanalen ist
eine Glykosylierung beschrieben worden. So haben Ky1.1, Ky1.2 und Ky1.4
Untereinheiten eine Glykosylierungsstelle in der extrazellularen Schleife zwischen
den Domanen S1 und S2 (Shin et Trimmer, 1999). Fur Ky1.4 konnte gezeigt
werden, dass das Fehlen der N-Glykosylierung die Proteinstabilitat beeinflusst und
uber eine verstarkte Retention der Untereinheiten zu einer reduzierten
Oberflachenexpression fuhrt (Watanabe et al., 2004). HCN Kanale, welche eine
ahnliche Struktur wie Ky7 Kanale aufweisen, haben eine Glykosylierungsstelle in
der extrazellularen Schleife zwischen S5 und der Porenregion (Much et al., 2003).
Das Fehlen der Glykosylierung fuhrte dazu, dass die Oberflachenexpression der
HCN Untereinheit unterbunden wurde. Die Oberflachenexpression war auch bei
der N380Q Mutation des HCN2 Kanals gestort, die die potentielle
Glykosylierungsstelle  zwischen S5 und der  Porenregion  betrifft.

Interessanterweise konnte die Oberflachenexpression der N380Q Mutation des
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HCN2 Kanals durch eine Koexpression in Heteromeren mit der WT HCN2
Untereinheit teilweise wiederhergestellt werden (Much et al., 2003). Diese
auffalligen Parallelen zur N258S Mutation suggerieren, dass der Wegfall einer

Glykosylierungsstelle dem Verhalten der N258S Mutation zugrunde liegen kdnnte.

4.1.2 Der dominant-negative Effekt der N258S Mutation

Da eine relativ kleine Anderung des Ky7.2 vermittelten Kaliumstroms
anscheinend ausreichend ist, um epileptische Anfalle in der Neugeborenenperiode
auszuldsen (Schroeder et al., 1998), wird angenommen, dass dominant-negative
Mutationen einen erweiterten Phanotyp aufweisen konnten (Jentsch, 2000).
Tatsachliche sind homozygote KCNQ2 Knock-Out Mause letal, jedoch versterben
die neugeborenen Mause an pulmonalen Atelektasen. Neuronale

Strukturveranderungen konnten keine festgestellt werden (Watanabe et al., 2000).

Bisher sind drei dominant-negative Mutationen der Ky7.2 Untereinheit
beschrieben worden. Dabei betreffen zwei dieser Mutationen die gleiche
Arginingruppe an Position 207 innerhalb des S4 Segments, welcher als
Spannungssensor der Ky7 Kanale dient (Dedek et al., 2001; Wuttke et al., 2007).
Die funktionelle Expression dieser mutierten Untereinheiten zeigte fur beide
Kanale eine starke Rechtsverschiebung der Leitfahigkeits-Spannungskurve mit
auffalliger Verlangsamung der Aktivierungsparameter im Vergleich zu WT
Kanalen. Bei der Koexpression dieser mutierten Untereinheiten mit WT
Untereinheiten zeigte sich eine >70%ige Reduktion der Stromamplitude im
Subschwellenbereich (Dedek et al., 2001; Wuttke et al., 2007), was als dominant-
negativer Effekt bezeichnet wird. Interessanterweise zeigen Patienten mit den
dominant-negativen R207W Mutationen (Dedek et al., 2001) neben den typischen
BFNS Anféalle auch PNH (Syn. engl. Peripheral Nerve Hyperexcitability). PNH ist
klinisch charakterisiert durch spontane, wellenférmige Bewegung der distalen
Skelettmuskulatur, Faszikulationen und Krampfe als Zeichen einer
Hyperexzitabilitdt der peripheren Motorneurone (Hart et al., 2002). Eine haufige
Ursache sind Autoimmunantikorper gegen spannungsabhangige Kaliumkanale
(autoimmune PNH) (Hart et al., 2002). Der einzige Betroffene der zweiten
dominant-negativen Mutation an Position 207 der Ky7.2 Untereinheit (R207Q)
zeigt lediglich Symptome einer PNH jedoch keine Anfalle (Wuttke et al., 2007). Die
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dritte dominant-negative Mutation ist gekennzeichnet durch eine Insertion von funf
Basenpaaren am Ende des C-Terminus, funf Aminosauren vor dem WT
Stopkodon (Singh et al., 2003). Bemerkenswerterweise zeigen Betroffene dieser
Mutation lediglich BFNS Symptome ohne PNH. Im Gegensatz dazu zeigten die
Mitglieder der N258S Familie typische kurze epileptische Anfalle in den ersten
Tagen nach der Geburt, jedoch ohne persistierende Anfalle oder PNH zu einem
spateren Zeitpunkt oder andere klinische Auffalligkeiten (Yalcin et al., 2007).
Unsere Experimente suggerieren einen instabilen Zustand des mutierten
Kanalproteins, welcher durch geringe Unterstutzung z.B. durch Expression mit
Kv7.3 oder durch Reduktion der Inkubationstemperatur in die korrekte
Konformation Uberfihrt werden kann. So koénnte die geringe Auswirkung der
N258S Mutation in vivo -trotz dominant-negativen Effekt- auf eine post-
translationale Prozessierung oder Unterstitzung durch Chaperone zurtuckzufuhren
sein, welche die korrekte Faltung des Proteins ermdglichen. Die Beobachtung,
dass die Differenz der Stromamplituden zwischen den WT und N258S
Koexpressionen mit Ky7.3 in Xenopus Oozyten groler ist als in CHO Zellen,
konnte darauf hinweisen, dass in Saugetierzellen ahnliche Prozesse vorhanden
sind.

Eine weitere Erklarung fur die unterschiedlichen Phanotypen dominant-
negativer Ky7.2 Mutationen konnte eine Kompensation durch andere Kanale sein.
So ist fur A-Strom Knock-out Mause bekannt, dass ein kompletter Verlust des A-
Stromes durch Hochregulation anderer Kanale kompensiert werden kann
(Nerbonne et al., 2008). Diese Moglichkeit wird jedoch im Zusammenhang mit den
Experimenten an KCNQ2 Knock-Out Mausen naher erlautert werden. Des
Weiteren konnte eine unterschiedliche genetischer Umgebung eine weitere
Erklarung fur die unterschiedlichen Phanotypen sein.
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4.2 Die elektrophysiologische Charakterisierung kultivierter fetaler

hippokampaler Neurone von KCNQ2 Knock-Out Mausen

Trotz intensiver Erforschung der BFNS-assoziierten Ky7.2 und Ky7.3
Mutationen ist immer noch ungeklart, warum es zum spontanen Sistieren der
Anfalle nach den ersten Wochen bis Monaten der Neonatalperiode kommt.
Obwohl es bisher keine konkreten Hinweise auf den zugrundeliegenden
Mechanismus gibt, werden einige Moglichkeiten diskutiert (Burgess, 2005;
Maljevic et al., 2008). Einerseits kdnnte eine Veranderung des Expressionsmuster
der Ky7.2 und Ky7.3 Kanale die Ursache flur den transienten Phanotyp bei BFNS
sein. So nimmt die Expression von heteromeren Ky7.2/Ky7.3 Kanalen innerhalb
der ersten drei postnatalen Wochen in Mausegehirnen stark zu (Geiger et al.
2006; Weber et al. 2006; Maljevic et al. 2007). Davon ausgehend, dass eine
Mindestmenge an M-Kanalen flur die regulatorische Wirkung auf die neuronale
Erregbarkeit notwendig ist, konnte in der Neonatalperiode schon eine geringe
Reduktion des M-Stroms, welcher sich zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung auf
einem sehr niedrigen Niveau befindet, ausreichen, um Anfalle bei Neugeborenen
auszulésen. Andererseits kdnnte eine  Hochregulation von anderen
Kaliumkanalen, insbesondere  alternativer  Ky7 Untereinheiten  oder
Spleissvarianten, eine Kompensation bewirken. Eine weitere These basiert auf der
Beobachtung, dass GABA als wichtigster inhibitorischer Neurotransmitter des
reifen Gehirns in der frihen neuronalen Entwicklung exzitatorisch wirkt (Rivera et
al.,, 1999). So konnte die Bedeutung des M-Stroms bei der Regulation der
neuronalen Exzitabilitat im Rahmen der physiologischen Reifung des Gehirns zu
Gunsten des inhibitorischen System um GABA abnehmen (Okada et al., 2003).

Wir versuchten durch die Untersuchung von kultivierten hippokampalen
Neuronen fOtaler heterozygoter KCNQZ2 Knock-Out Mause [+/-], mogliche
Unterschiede in der Entwicklung der elektrophysiologischen Eigenschaften im
Sinne eines Kompensationsmechanismus zu entdecken. So ist bekannt, dass [+/-]
Mause zwar eine reduzierte Ky7.2 Expression zeigen, jedoch auller einer
erhohten Anfalligkeit auf pharmakologisch induzierte epileptische Aktivitat einen
normalen Phanotyp aufweisen (Watanabe et al., 2000).
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Peters et al. (2005) konnten an der ersten konditionellen KCNQ2 Knock-Out
Maus zeigen, dass M-Kanal-defiziente Mause ausgepragte elektrophysiologische
Veranderungen ihrer hippokampalen CA1 Neurone mit erhohter Exzitabilitat,
beeintrachtigter AP-Frequenzadaptation, reduzierter mAHP und reduzierter
intrinsischer unterschwelliger theta Resonanz zeigen. Je nach Zeitpunkt der
dominant-negativen Expression zeigten die Mause epileptische Anfalle,
Hyperaktivitat, kognitive Defizite und/oder Veranderungen der Hirnstruktur, v.a.

hippokampal.

Davon ausgehend, dass eine Haploinsuffizienz der Ky7.2 Mutationen der
BFNS zugrunde liegt, stellt sich zudem die Frage, ob eine weitere Reduktion des
M-Stroms jenseits der Haploinsuffizienz z.B. durch eine dominant-negative
Mutation einen erweiterten Phanotyp erwarten lasst (Jentsch, 2000), wie man aus
den Ergebnissen von Watanabe et al. (2000) und Peters et al. (2005) schliel3en
konnte. Neben der in dieser Arbeit charakterisierten Ky7.2 Mutation sind drei
weitere dominant-negative Mutationen in der Literatur zu finden (Dedek et al.,
2001; Wuttke et al., 2007; Singh et al., 2003), wobei lediglich bei den R207W/Q
Mutationen ein weiterer Phanotyp im Sinne von einer permanenten
Ubererregbarkeit peripherer Nerven (PNH) entsteht (Dedek et al., 2001; Wuttke et
al. 2007). Die dritte Mutation geht mit einem klassischen BFNS Phanotyp einher
(Singh et al., 2003), und auch die Betroffenen der in der vorliegenden Arbeit
charakterisierten dominant-negativen N258S Mutation der Ky7.2 Untereinheit

zeigen lediglich typische BFNS Anfalle in der Perinatalperiode (Yalcin et al., 2007).

4.2.1 Primare Zellkulturen als Untersuchungsobjekt

elektrophysiologischer Studien

Primare  Zellkulturen sind eine  weitverbreitete = Methode  fur
elektrophysiologische Studien. So hat die Untersuchung von Kaliumstromen in
kultivierten hippokampalen Neuronen eine lange Tradition (Ficker et Heinemann,
1992; Segal et Barker, 1984; Spigelman et al. 1992) und auch der M-Strom wurde
schon in primaren Zellkulturen (Gahwiler and Brown, 1985; Shah et al., 2002;
Shahidullah et al., 2005) analysiert. Fur die Mitglieder der Ky Kanalfamilie ist

gezeigt worden, dass das gesamte Expressionsverhalten wahrend der neuronalen
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Entwicklung in vitro ein gutes Bild der Situation in situ wiedergibt, obwohl sich das
genaue subzellulare Expressionsmuster unterscheidet (Maletic-Savatic et al.
1998; Grosse et al. 2000).

Wenn fotale hippokampale Neurone gewonnen und in Zellkultur gehalten
werden, durchlaufen sie eine ahnliche Entwicklung bezuglich ihrer Morphologie
(Banker et Cowan, 1977 und 1979; Bartlett et Banker, 1984; Peacock et al., 1979)
und der Synaptogenese (Bartlett et Banker, 1984). Es konnte auch gezeigt
werden, dass Neurone in Zellkultur, trotz einer Heterogenitat im
Entwicklungsstand nach der Praparation, durch das bevorzugte Wachstum einer
Entwicklungsstufe einen aullerst homogenen Differenzierungzustand erreichen
(Banker et Cowan, 1977). Bezuglich der elektrophysiologischen Eigenschaften
zeigen Neurone einer primaren Zellkultur eine ausgesprochene Homogenitat
(Segal, 1983; Buchhalter et Dichter, 1992; Yang et al., 1993; Wann et al., 1999),

was sie zu einem hervorragenden Untersuchungsobjekt macht.

4.2.2 Wachstum und Differenzierung der Neurone in vitro

In unseren Zellkulturen entwickelten sich die kultivierten Neurone in
klrzester Zeit zu pyramidaloiden, fusiformen, bipolaren und multipolaren,
sternféormigen Neuronen. Ein vergleichbares Verhalten von hippokampalen
Neuronen in Kultur ist schon von vielen Gruppen zuvor beschrieben worden
(Banker et Cowan, 1979; Peacock et al., 1979; Kriegstein et Dichter, 1983). In
unseren Kulturen war morphologisch kein offensichtlicher Unterschied zwischen
[+/+], [+/-] und [-/-] Neuronen feststellbar. Als elektrophysiologisches Korrelat der
beobachteten GrofRenprogredienz konnte eine Verdopplung der Zellkapazitat im
Verlauf der zwei letzten Wochen in Kultur registriert werden. Als Hinweis fur die
Zunahme der exprimierten lonenkanale in der Membran fiel gleichzeitig der
Eingangswiderstand auf ca. 30% des Ausgangswertes an DIV 7 (siehe auch
Spigelman et al., 1992; Yang et al., 1993). Insbesondere [-/-] Neurone scheinen
eine aquivalente Entwicklung zu durchlaufen, obwohl homozygote KCNQ2 Knock-

Out Mause am ersten Lebenstag versterben (Watanabe et al., 2000).
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4.2.3 Veranderungen der Membranstromamplituden in vitro

Neben der morphologischen Differenzierung durchlaufen primare
Zellkulturen nach Praparation auch Veranderungen ihrer elektrophysiologischen
Eigenschaften (Spigelman et al., 1992; Yang et al., 1993; Bahrey et Moody et al.,
2002). Im Rahmen der postnatalen Veranderung der
lonenkanalzusammensetzung verandern sich die Amplituden der verschiedenen
Na’- und K*-Membranstréme (Bahrey et Moody et al., 2002). Fir [+/+] und [+/-]
Neurone konnten wir zeigen, dass wahrend die Gesamtamplitude der transienten
Kaliumstrome in unserer Zellkultur annahernd konstant bleibt, der Natriumstrom
eine ca. Verdreifachung der Amplitude im Verlauf der zweiten Woche nach
Praparation erlebt. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied zwischen diesen
Mauslinien festgestellt werden. Im Einklang mit dieser Zunahme des
Natriumstroms zeigte sich einen Anstieg der Aktionspotentialhdhe und eine
Verkurzung der Depolarisationszeit. Gleichzeitig beobachteten wir lediglich eine
geringe Beschleunigung der Repolarisation, welche im Zusammenhang mit der

geringen Entwicklung der transienten Kaliumstrome zu sehen ist.

Bezuglich der Beurteilung der Aktionspotentialparameter ist anzumerken,
dass der in dieser Arbeit verwendete Axopatch 200B Verstarker im Gegensatz zu
den meisten Patch-Clamp Verstarkern Schaltungen zur
Serienwiderstandkompensation im Current-Clamp Modus besitzt. Allerdings ist
dadurch die Umschaltgeschwindigkeit des Verstarkers verlangsamt, wodurch bei
bestimmten Kombinationen an Pipettenwiderstanden und Zellkapazitaten der
Verstaker der schnellen Anstiegszeit eines Aktionspotentials nicht folgen kann und
die Aktionspotentiale verzerrt werden. Daraus folgt, dass die von uns gemessene
Absolutwerte der Aktionspotentialparameter unter Umstanden fehlerbehaftet sein
konnten. Nichtsdestotrotz konnten keine signifikante Unterschiede zwischen den

drei Neuronengruppen festgestellt werden.

Insgesamt stehen unsere Ergebnisse im Einklang mit den Daten von
Bahrey et Moody et al. (2002). An zerebralen Hirnschnitten von Mausen konnten
sie zeigen, dass in der frUhen postnatalen Phase insbesondere die einwarts

gerichteten Natriumstrome zunahmen, wahrend die auswarts gerichteten
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Kaliumstrome beinahe unverandert blieben. Gleichzeitig wurden die
Aktionspotentiale groRer und von kurzerer Dauer. Eine ahnliche Entwicklung der

AP-Parameter ist auch von Spigelman et al. (1992) beschrieben worden.

Den groften und steilsten Anstieg erfahrt der M-Strom mit einer
Vervierfachung bis zu DIV 11 bei [+/+] Neuronen, was die Bedeutung des M-
Stroms in der frlhen postnatalen Phase unterstreicht. Diese Beobachtungen
stimmen mit den Ergebnissen von immunhistologischen Untersuchungen Uberein,
die zeigen, dass die Expression von heteromeren Ky7.2/Ky7.3 Kanalen innerhalb
der ersten drei postnatalen Wochen in Mausegehirnen stark zunimmt (Geiger et
al. 2006; Weber et al. 2006; Maljevic et al. 2007). [+/-] Neurone zeigen zwar eine
reduzierte M-Stromamplitude, aber auch hier war ein verzdgerter Anstieg des M-
Stroms beobachtbar. Die reduzierte M-Stromamplitude in [+/-] Neurone spiegelt
sich auch in der reduzierten mAHP bei -60 mV an den Tagen DIV 11 und DIV 13
und den verlangerten Intervallen zwischen den APs wider (ISI, engl. interspike
intervals). So ist bekannt, dass eine Blockierung der Ky7-Kanale zu einer
Reduktion der mAHP, einer Verlangerung der ISIs und zur Zunahme der
Feuerungsfrequenz fuhrt (Gu et al., 2005).

Mit dem Anstieg des M-Stroms ging ein Abfall der AP-Frequenz in der
zweiten Woche nach Praparation einher, welche sich schlieBlich im Vergleich zu
DIV 9 fast halbiert. Auch bei [+/-] Neuronen beobachtet man —allerdings mit einer
Verzdgerung von 2 Tagen- den Abfall der AP-Frequenz, so dass sich fur DIV 11
und DIV 13 im Vergleich zu [+/+] Neuronen signifikant hdhere AP-Frequenzen

ergeben.

Letztlich konnte gezeigt werden, dass die Unterschiede in der Exzitabilitat
zwischen [+/4+] und [+/-] Neuronen &auferst gering ausfallen. Diese Befunde
passen in die Beobachtung, dass heterozygote Knock-Out Mause -aul3er einer
erhohten Anfalligkeit fur pharmakologisch induzierte epileptische Anfalle- einen
unauffalligen Phanotyp aufweisen (Watanabe et al., 2000). Die erhohte neuronale
Erregbarkeit der [+/-] Neurone auldert sich in einer erhdhten Feuerungsrate und
einer linksverschobener AP-Antwortkurve nach depolarisierenden Strompulsen,

v.a. an den Tagen DIV 11 und DIV 13, an denen auch eine signifikant reduzierte
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AHP gemessen werden konnte. Die Angleichung des neuronalen
Antwortverhaltens nach dem 15. Tag in Kultur wirde die Limitierung der BFNS

Anfalle auf die neonatale Periode widerspiegeln.

[-/-] Neurone zeigen eine den [+/+] und [+/-] Neurone entsprechende
morphologische Entwicklung und auch die Basisparameter Kapazitat,
Eingangswiderstand, Ruhepotential und Form der Aktionspotentiale stimmen in
den ersten zwei Wochen in Kultur weitestgehend Uberein. Messungen an [-/-]
Neuronen zeigten im Vergleich zu [+/-] Neuronen eine weitere Reduktion der M-
Strome. Ein vergleichbarer Anstieg der Amplitude blieb in den ersten zwei Wochen
in Kultur aus. Auch die mAHP bei -60 mV als Parameter des M-Strom war im
Vergleich zu [+/-] Neuronen reduziert. Allerdings scheint dies nicht zu einer
Erh6hung der neuronalen Erregbarkeit zu fuhren. So ist das Feuerungsverhalten
beider Neuronenfamilien im Hinblick auf die absolute Anzahl an APs sowie auch

im Antwortverhalten auf depolarisierende Pulse vergleichbar.

Dies bedeutet, dass eine Reduktion des M-Stroms jenseits des Niveaus
einer Haploinsuffizienz nicht notwendigerweise mit einer verstarkten neuronalen
Hyperexzitabilitat einhergehen muss. So ist durch eine dominant-negative Ky7.2
Mutation nicht unbedingt ein erweiterter Phanotyp im ZNS zu erwarten, was sich in
den bisher gefundenen dominant-negativen Mutationen und den damit
verbundenen BFNS Phanotypen widerspiegelt (Dedek et al., 2001; Singh et al.,
2003; Yalcin et al., 2007; Wuttke et al., 2007). Allerdings haben die Mutationen
R207Q/W offenbar andere Auswirkungen in peripheren Nerven (PNH-Phanotyp
nur bei diesen beiden Mutationen). Eine weitere Erhdhung der neuronalen
Erregbarkeit konnte ab einem gewissen Niveau durch andere Mechanismen und
andere lonenkanale begrenzt werden. So wird die AP-Frequenz auch durch die
fAHP und die sAHP im Sinne einer negativen Feedback-Schleife beeinflusst.
Ferner kann ein fehlender M-Strom durch eine Hochregulation anderer
Kaliumkanale (siehe Nerbonne et al., 2008) oder des H-Stroms (s.u.) kompensiert

werden.
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4.2.4 Der H-Strom als moglicher Kompensationsmechanismus

Bei Angleichung des neuronalen Antwortverhaltens verschwand auch der
Unterschied der mAHP-Amplitude, obwohl weiterhin ein Unterschied in der M-
Stromamplitude feststellbar war. Eine mogliche Erklarung dieses Phanomens
konnte eine Hochregulation anderer Kanaluntereinheiten oder Kanalfamilien sein.
So konnte Nerbonne et al. (2008) an Neuronen homozygoter Knock-Out Mause
zeigen, dass ein kompletter Verlust der Ky4.2 Untereinheit, welche als Haupttrager
des A-Stroms betrachtet wird (Serodio et Rudy, 1998; Kim et al., 2005; Yuan et al.,
2005), nicht zu einer Erhdhung der neuronalen Exzitabilitat fihrt, obwohl bekannt
ist, dass eine transiente Blockierung des A-Stroms zu einer Hyperexzitabilitat fihrt
(Kim et al., 2005; Yuan et al., 2005). Dabei wurde festgestellt, dass der Verlust
des A-Stroms offensichtlich durch eine Hochregulation anderer transienter
Kaliumstrome kompensiert werden kann. In unseren Experimenten konnten wir
keine signifikante Veranderung der Amplitude der transienten Kaliumstrome bei
[+/-] Neuronen feststellen. Des Weiteren gibt es keinen Hinweis auf eine mdgliche
Hochregulation anderer Ky7 Untereinheiten wie z.B. Ky7.3 oder Ky7.5 (vgl.
Watanabe et al. 2003).

Moglich ist eine Hochregulation oder veranderte Expression von
hypolarisatons-aktivierten Kationen (HCN) Kanalen, die den sog. H-Strom
generieren (Santoro et Tibbs, 1998). Der H-Strom ist ein bei Hyperpolarisation
aktivierender, wenig selektiver Kationenstrom. Im Gehirn und im Herzen spielt der
H-Strom eine wichtige Rolle als Schrittmacherstrom bei der Entstehung von
rhythmischen Erregungsmustern und Netzwerkoszillationen (Kaupp et Seifert,
2001). Allerdings sind H-Stromkanale im ZNS, v.a. im Hippokampus, verstarkt in
den distalen Dendriten zu finden, wo sie die neuronale Erregbarkeit dadurch
reduzieren, dass sie die Amplitude und Kinetik von exzitatorischen
postsynaptischen Potentialen reduzieren und dadurch die zeitliche Summation von
synaptischen Eingangen in die Dendriten limitieren (Magee, 1998 und 1999). Des
Weiteren ist der H-Strom auch an der Ausbildung der mAHP beteiligt (Storm, 1989
und 1990; Williamson et Alger, 1990). Man geht davon aus, dass die mAHP bei
einem Membranpotential von -60 mV v.a. durch den M-Strom vermittelt wird,
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wahrend bei weiter hyperpolarisierten Potentialen zunehmend der H-Strom zum
Tragen kommt (Gu et al., 2005). Angesichts dieser Dichotomie der mAHP konnte
eine Hochregulation des H-Stroms die Angleichung der mAHP in der zweiten
Woche nach Praparation und der damit verbundenen Angleichung der Exzitabilitat
der [+/-] Neurone erklaren. Gestutzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung,
dass die ADP nach einzelnen Aktionspotentialen bei einem Potential von -80 mV
im Laufe der in vitro Entwicklung bei [+/-] Neuronen stark supprimiert wird,
wahrend sie bei [+/+] Neuronen zunimmt. Eine Reduktion des M-Stroms wirde
jedoch eine Zunahme der ADP erwarten lassen. Davon ausgehend, dass die ADP
bei -80 mV v.a. durch H-Kanale bestimmt wird (Gu et al., 2005), fuhrt eine
Hochregulation des H-Stroms zu einer Abnahme der ADP. Tatsachlich konnte an
DIV 13 bei hyperpolarisierten Potentialen im Rahmen des klassischen M-
Stromprotokolls bei einer zunehmenden Anzahl an v.a. [+/-] Neuronen ein
Stromverhalten beobachtet werden, welches bekanntlich bei Anwesenheit eines
H-Stroms entsteht (Schweitzer et al.,, 1993; Gu et al., 2005). Diese Neurone
zeigten in unseren Experimenten -wenn auch nur sehr schwach- die typische
Absackung (eng. ,sag“) des H-Stroms in der Spannungskurve bei
hyperpolarisierenden Strompulsen im Rahmen der Current-Clamp Versuche (Gu
et al., 2005).

Weitere Gruppen haben die Entwicklung des H-Stroms in frischen und in
kultivierten Gewebsschnitten aus dem Hippokampus untersucht und beschreiben
eine ca. Vervierfachung der H-Kanalexpression in der Entwicklung von der
Neonatalperiode zu reifen Tieren, mit einem besonders starken Anstieg in den
ersten zwei Wochen (Bender et al., 2001; Vasilyev et Barish, 2002; Bender et al.,
2005; Brewster et al., 2007). Shin et Chetkovich (2007) zeigten ein Erreichen der
maximalen HCN1-Expression in kultivierten Hippokampusschnitten an DIV 14, und
Surges et al. (2006) beschreiben das Erreichen der maximalen H-Stromamplitude
ebenfalls bei P14 (P10 bei Vasilyev et Barisch, 2002). Interessanterweise ergaben
die Untersuchungen von Bahrey et Moody (2002), dass die Expression des H-
Stroms der Entwicklung des M-Stroms mit einer gewissen Verzogerung folgt. Eine
geringere Ky7.2 Expression kdnnte nun die Entwicklung des H-Stroms im Sinne
eines Kompensationsmechanismus beschleunigen. Brewster et al. (2007) konnten

eine 3- bzw. 2-fache Zunahme der HCN1 und HCN2 Untereinheiten in den ersten
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11 postnatalen Tagen zeigen, wobei die Untereinheiten zunehmend in den
Dendriten zu finden waren, wodurch sie die neuronale Erregbarkeit reduzieren
(Magee, 1998 und 1999). Insgesamt scheinen die HCN Kanale in der frihen
Entwicklung des Hippokampus einerseits in ihrer Anzahl zuzunehmen,

andererseits die Lokalisation innerhalb des Neurons zu verandern.

Mehr noch scheint anhaltende elektrische Aktivitat die Anzahl an H-Kanélen
in den Dendriten (Fan et al., 2005; Shin et Chetkovich, 2007) und Axonen (Bender
et al., 2007) zu erh6hen und so als moglicher Kompensationsmechanismus die
neuronale Exzitabilitat zu reduzieren (Fan et al., 2005). So beobachtet man auch
eine erhdohte H-Kanalexpression in humanem Hippokampusgewebe von Patienten
mit chronischer Epilepsie (Bender et al., 2003). Gleichzeitig wurde eine verstarkte
Heterotetramerisierung von HCN1 und HCN2 Untereinheiten Uber translationale
und posttranslationale Mechanismen nach anhaltender epileptischer Entladung
beschrieben (Brewster et al., 2005; Richichi et al., 2007; Zha, 2008). Da diese
heterotetrameren Kanale mit verlangsamten kinetischen Eigenschaften und einer
Aktivierung bei negativeren Potentialen als homomere HCN1 Kanale
hervorbringen (Chen et al.,2001; Ulens et Tytgal, 2001; Simeone et al., 2005), wird
auch eine Erhéhung der neuronalen Erregbarkeit durch epileptische Aktivitat
diskutiert, so dass einige Autoren auch von einer ,transkriptionalen oder
erworbenen Channelopathy“ sprechen (Richichi et al., 2007). Eventuell muss
unterschieden werden, ob es sich um eine akute oder chronische neuronale
Ubererregung handelt und ob der inhibitorische Einfluss von Interneuronen noch
besteht (Bender et al., 2003). Letztlich ist die genaue Rolle der veranderten H-

Stromexpression nach anhaltender epileptischer Erregung noch ungeklart.

Insgesamt konnte der H-Strom in unseren Stimulationsprotokollen nicht
sicher ausgewertet werden. Mogliche Erklarungen sind eine Maskierung des H-
Stroms durch den nicht-geblockten M-Strom, zu kurze Spannungspulse im
Vergleich zur Deaktivierungskinetik des H-Stroms oder =zu geringe
Hyperpolarisation durch die Strompulse von -0,1 nA. Des Weiteren ist bekannt,
dass die H-Stromamplitude bei lang andauernden Messungen in der

Ganzzellkonfiguration aufgrund der cAMP Abhangigkeit der HCN Kanale abnimmt
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(DiFrancesco et al., 1986). So sind sicher weitere Experimente zur Klarung der
Rolle des H-Stroms notwendig.

4.2.5 Das ,,Gleichgewicht“ der lonenkanale

Elektrophysiologische Membraneigenschaften von Neuronen werden
bestimmt durch das Zusammenspiel einer Vielzahl von unterschiedlichen
lonenkanalen. Obwohl diese Membraneigenschaften eine ausgesprochen wichtige
Rolle fur die normale neuronale Netzwerkfunktion haben, ist nur wenig dartber
bekannt, wie die Expression und Verteilung der unterschiedlichen Kanalarten
wahrend der neuronalen Entwicklung oder im reifen Gewebe reguliert werden
(Davis, 2006). Aktuelle Studien legen gemeinsame Mechanismen bei der
Oberflachenexpression mit u.U. lokaler Konkurrenz von unterschiedlichen
Kanalfamilien nahe. So zeigen homozygote Knock-Out Tiere fir Nay1.6 eine
Veranderung der Nay Kanalzusammensetzung, die den Ausfall der Nay1.6-
Untereinheit z.T. kompensieren kann (Van Wart et Matthews, 2006). Des Weiteren
wird  diskutiert, ob das “Gleichgewicht” der lonenkanadle  durch
Regulationsmechanismen aufrechterhalten wird, welche durch Rekrutierung von
kompensatorischen Kanalfamilien die physiologische Exzitabilitat herzustellen
versuchen (Davis et Bezprozvanny, 2001; MacLean et al. 2003; Zhang et Linden,
2003; Turrigano et Nelson, 2004; Davis, 2006). Besonders eindrucksvoll bewiesen
haben dies Nerbonne et al. (2008), die zeigen konnten, dass ein kompletter
Ausfall der Ky4.2 Untereinheit, welche als Haupttrager des A-Stroms betrachtet
wird (Kim et al., 2005; Yuan et al.,, 2005), durch eine Hochregulation anderer
transienter Kaliumstrome zu einer Stabilisierung der neuronalen Exzitabilitat fuhrt,
obwohl bekannt ist, dass eine transiente Blockierung des A-Stroms eine
Ubererregbarkeit zur Folge hat (Kim et al., 2005; Yuan et al., 2005).

Den spannungsabhangigen Kaliumkanalen kommt eine SchlUsselrolle in
der Regulation der Erregbarkeit von Saugetierneuronen zu. Insbesondere in der
Neonatalperiode spielt der M-Strom eine besondere Rolle. Der H-Strom kdnnte
dabei als Partner beim Ausuben dieser Funktion auftreten. Die vorliegende Arbeit
gibt Hinweise darauf, dass eine Reduktion des M-Stroms durch Haploinsuffizienz

zu einer kompensatorischen Hochregulation von H-Kanalen fuhren konnte, welche
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u.U. far die Limitierung der BFNS Anfélle in der neonatale Periode verantwortlich
gemacht werden kann. Der gleiche Mechanismus konnte eine Erklarung liefern,
wieso dominant-negative Mutationen der Ky7.2 M-Kanaluntereinheiten nicht
notwendigerweise zu einem erweiterten Epilepsiephanotyp fuhren missen. Hierfur
sprechen die Ergebnisse bzgl. der homozygoten KCNQ2 Knock-Out Mause, die
trotz weiterer Reduktion des M-Stroms keine weitere Erhdhung der neuronalen

Exzitabilitat im Vergleich zu den heterozygoten Neuronen zeigen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die autosomal-dominant vererbte benigne familiare Neugeborenenanfalle
(BFNS) gehoren zu den idiopathischen fokalen Epilepsien. Sie treten in den ersten
Lebenstagen in Form unprovozierter Anfalle auf und sistieren spontan nach
einigen Wochen bis Monaten. In den vergangenen Jahren konnten mehrere
Mutationen in den Genen der Ky7.2 und Ky7.3 Kaliumkanale als Ursache fur
dieses seltene epileptische Syndrom identifiziert werden. Mittlerweile sind Uber 30
BFNS Mutationen in allen Bereichen des Ky7.2 Kanals entdeckt worden, welche
alle zu einer Reduktion des resultierenden Kaliumstroms fuhren. Ein Ziel der
vorliegenden Arbeit war die funktionelle Analyse einer neuen BFNS Mutation der
Kv7.2 Untereinheit (N258S), der ersten Mutation zwischen der S5 Helix und der
Porenregion, dem sog. extrazellularen S5-H5-Linker.

Die meisten Ky7.2 Mutationen fuhren durch den Mechanismus einer
Haploinsuffizienz zur Reduktion des Kaliumstroms, welcher als sog. M-Strom an
der Regulation der neuronalen Exzitabilitat beteiligt ist. Dementsprechend wird
postuliert, dass dominant-negative Ky7.2 Mutationen mit einem erweiterten
Phanotyp einhergehen konnten. Allerdings sind die Daten zu den bisher
gefundenen dominant-negativen Ky7.2 Mutationen kontrovers. So zeigen
heterozygote KCNQ2 Knock-Out Mause [+/-] einen unauffalligen Phanotyp,
wahrend homozygote Mause [-/-]] am ersten Lebenstag an pulmonalen
Atelektasen versterben. Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb die
elektrophysiologische  Charakterisierung von  kultivierten,  hippokampalen
Neuronen von KCNQ2 Knock-Out Mausenféten. Es sollten die Fragen bearbeitet
werden, (i) warum [+/-] Mause einen unauffalligen Phanotyp haben, (ii) ob
postnatale Veranderungen des neuronalen Feuerungsverhaltens fur das fehlende
Auftreten von Anfallen verantwortlich gemacht werden konnen, und (iii) sollte ein
neuronales Expressionssystem fur die Analyse von Ky7.2 Mutationen etabliert
werden.

Zunachst fuhrten wir nach Expression der entsprechenden Untereinheiten
in einem heterologen Expressionssystem (CHO Zellen) Ganzzell- und
Einzelkanalmessungen mit Hilfe der Patch-Clamp Technik durch. Dabei ergaben
homomere N258S Kanale lediglich sehr kleine Kaliumstrome. Auch eine
Koexpression mit der Ky7.3 Untereinheit oder eine Expression in Fusionsproteinen
fuhrte zu einem etwa 50% reduzierten Kaliumstrom durch die Mutation. Das
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spannungsabhangige Schaltverhalten war hingegen nicht verandert. Ferner zeigte
die N258S Mutation einen dominant-negativen Effekt auf den WT Strom. In einer
zweiten Reihe von Experimenten konnte -zum ersten Mal fur eine Ky7.2 Mutation-
eine partielle Wiederherstellung des N258S Kaliumstroms durch eine Erniedrigung
der Inkubationstemperatur (engl. temperature rescue) und durch Inkubation mit
dem Ky7.2 Kanaloffner Retigabin (engl. pharmacological rescue) gezeigt werden.
Unsere Experimente lassen nun den Schluss zu, dass der Pathomechanismus der
N258S Mutante in einer Stérung des post-translationalen Transports des Proteins
zur Membranoberflache (engl. trafficking defekt) besteht. Dadurch kommt es zu
verminderten Kaliumauswartsstromen, die eine neuronale Ubererregbarkeit mit
epileptischen Anfallen erklaren kénnen.

Die elektrophysiologische Untersuchung kultivierter fotaler
Hippokampusneurone mittels Spannungsklemm- und Stromklemmversuchen
zeigte fur [+/+] Neurone einen starken Anstieg der M-Stromamplitude mit einer
Vervierfachung bis zu DIV 11 (engl. day in vitro) mit gleichzeitigem Anstieg der
mAHP (engl. medium afterhyperpolarization). Diese Hyperpolarisation nach
Aktionspotentialen wird fur die Frequenzadaptation und Kontrolle neuronaler
Exzitabilitat verantwortlich gemacht. [+/-] Neurone zeigten eine reduzierte M-
Strom- und mAHP-Amplitude. Mit der Zunahme des M-Stroms kam es in der
zweiten Woche nach Praparation bei gleicher Strominjektion zu einem Abfall der
AP-Frequenz. Fur [+/-] Neuronen zeigte sich an DIV 11 und DIV 13 im Vergleich
zu [+/+] signifikant hohere AP-Frequenzen. Ab DIV 15 waren jedoch keine
Unterschiede mehr zwischen [+/+] und [+/-] erkennbar. Bei [-/-] Neurone kam es im
Vergleich zu [+/-] Neuronen zu einer weiteren Reduktion des M-Stroms und der
mAHP. Allerdings ist das Feuerungsverhalten der [-/-] Neurone im Hinblick auf die
absolute Anzahl an APs vergleichbar. Dies bedeutet, dass eine Reduktion des M-
Stroms jenseits der Haploinsuffizienz nicht zu einer weiteren Erhohung der
neuronalen Hyperexzitabilitdt im Vergleich zu den homozygoten Tieren flhrt, was
erklaren koénnte, warum eine dominant-negative Mutation nicht notwendigerweise
mit einem erweiterten ZNS Phanotyp einhergehen muss. Desweiteren liefern
unsere Experimente Hinweise, dass eine Hochregulation des H-Stroms als
mdglicher Kompensationsmechanismus an der Begrenzung der BFNS Anfalle auf
die Neonatalperiode beteiligt sein kdnnte, was in weiterfihrenden Experimenten

genauer untersucht werden muss.
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