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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Gegenstand der Arbeit

Seine bemerkenswerte Bedeutung fur Lern- und Ged&achtnisprozesse macht den
Hippokampus zu einem zentralen Objekt der neurobiologischen Forschung (zur
Ubersicht: Squire 2004). Am medialen Rand des Gyrus parahippocampalis (im
Lobus temporalis) gelegen, erhalt der Hippokampus Informationen Uber alle
sensorischen Wahrnehmungen des Gehirns. Diese Informationen erreichen den
Hippokampus aus dem entorhinalen Kortex (EK) kommend uber den Tractus
perforans, dessen Axone im Ammonshorn (Cornu ammonis, CA) und im Gyrus
dentatus (GD) enden. Dabei spielen Synapsen zwischen dem Tractus perforans
und den Kodrnerzellen des Gyrus dentatus eine besondere Rolle. Diese Synapsen
stellen die erste Station eines trisynaptischen Pfades durch den Hippokampus dar
(Blackstad et al. 1970, Andersen et al. 1971), in dem die eingehende sensorische
Information ,bewertet®, d. h. flr die Gedachtnisbildung aufbereitet wird. Zu diesem
Zweck sind diese Synapsen mit zahlreichen Mechanismen zur synaptischen
Plastizitdt ausgestattet (Kelly et al. 2000, Bramham 2007), die sowohl
postsynaptisch (in den Dendriten der Kérnerzellen) als auch prasynaptisch (in den

Axonterminalen des Tractus perforans) aktiv sein kénnen.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit einem bestimmten Aspekt der
Plastizitdt an den Tractus perforans-Kornerzell-Synapsen: einer altersabhangigen
Expression von prasynaptisch aktiven lonenkanélen. So konnte in einer friheren
Arbeit von Bender et al. (2007) gezeigt werden, dass Hyperpolarisations-aktivierte
und durch zyklische Nukleotide modulierbare (HCN-) lonenkanale im Tractus
perforans prasynaptisch und bevorzugt in jungen Entwicklungsstadien exprimiert
werden. Die Expressionsstarke schien dartuiber hinaus von neuronaler Aktivitat
abhangig zu sein. Zur charakteristischen Ausstattung von Synapsen des Tractus
perforans gehdren —neben HCN-Kanalen — jedoch auch Kaliumkanéle vom Kvl-
Typus (hauptsachlich Kv1.2; Trimmer und Rhodes 2004), deren Funktion sich von
der Funktion der HCN-Kanale (HCN: depolarisierend, Kv: hyperpolarisierend)
wesentlich unterscheidet und (ber deren altersabhangige Expression und
Regulation bislang wenig bekannt ist. Untersucht wurden daher in der

vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen:
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1. Wie ist das zeitliche Expressionsmuster von Kv1.2-Kanalen im Tractus
perforans wahrend der Entwicklung der Ratte?

2. Wie ist das zeitliche Expressionsmuster der fiir den axonalen Transport der
Kv1.2-Kénale notwendigen B-Untereinheit Kvp2?

3. Wird die Expression von Kvl.2-Kanalen im Tractus perforans

aktivitatsabhéngig reguliert?

1.2 Anatomische Grundlagen: Der Hippokampus

Der Hippokampus liegt im Temporallappen an der medialen Wand des
Seitenventrikels als paarig angelegte Struktur (siehe Abb. 1). Sein temporales
Endstlick bildet eine tatzen&hnliche Struktur (Pes hippocampi). Nach dorsokranial
zieht er, gemall der Rotationsbewegung der Hemispharen wahrend der
embryonalen Entwicklung, bogenférmig zum kaudalen Ende des Balkens (Corpus
callosum). Von ihm ausgehend zieht als zentrale Bahn des limbischen Systems
der Fornix zu den ventral gelegenen Corpora mamillaria. Im Vergleich zum
Menschen befindet sich der Hippokampus der Ratte in Folge einer
unterschiedlichen phylogenetischen Entwicklung weiter kranial und somit lateral
des Corpus callosum. Trotz makroskopischer Unterschiede kann der
mikroskopische Aufbau, d.h. die neuronalen Verbindungen des Hippokampus, als
vergleichbar angesehen werden. Zum menschlichen Hippokampus gibt es dazu

jedoch vergleichsweise wenige Untersuchungen.
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Abb. 1: Lage des Hippokampus und des Fornix in den Hemisphéren.

1 Pes hippocampi 2 Gyrus dentatus 3 Crura fornicis 4 Commissura fornicis 5 Corpus fornicis 6 Columnae
fornicis 7 Corpora mamillaria 8 Hinterhorn des Seitenventrikels 9 Corpus callosum 10 Sulcus centralis
11 Fissura longitudinalis cerebri (Trepel 2008).

Boden des
Seitenventrikels

Ependym

'Subiculum &
entorhinaler
Kortex

Fiss. hippoc.
(mit darin verlaufenden
Blutgefalen)

Afferenzen — Efferenzen

Abb. 2: Frontalschnitt durch den Hippokampus.

Dargestellt ist die Regionen- und Schichtengliederung mit den wichtigsten Zelltypen und
Faserverbindungen. Zu erkennen sind der Gyrus dentatus (Blautdne) und das Cornu ammonis (Rottone).
Im Gyrus dentatus unterscheidet man Hilus, Str. granulosum (Kdrnerzellschicht) und Str. moleculare
(Molekularschicht). Das Cornu ammonis wird in die vier Felder CA1-CA4 unterteilt. Als Schichtung
unterscheidet man hier Str. oriens, Str. pyramidale, Str. radiatum und Str. lacunosum-moleculare. Zur
Hippokampusformation wird weiterhin das Subiculum zugerechnet (modifiziert nach einem Bild des

veterindrmedizinischen Instituts der Universitat Leipzig).
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Der Hippokampus ist als Teil des Archikortex — im Gegensatz zum Neokortex —
dreischichtig gegliedert (siehe Abb. 2). Eine Schicht exzitatorischer Prinzipalzellen
(Pyramiden- oder Kornerzellen) wird dabei nach oben (pial, d.h. zur Pia mater hin)
und unten (alvear, d.h. zu einem dem Ependym anliegenden Axonbiindel, dem
L2Alveus®, hin) von relativ zellarmen Schichten mit in der Regel GABAergen
Interneuronen begrenzt. Im Cornu ammonis wird die alveare Schicht ,Stratum
oriens“ genannt, wahrend die piale Schicht auf Grund unterschiedlicher axonaler
Eingdnge noch weiter in ein ,Stratum radiatum® und ein ,Stratum lacunosum-
moleculare® unterteilt wird. Im Gyrus dentatus spricht man pial von einer
Molekularschicht (Stratum moleculare) und alvear vom ,Hilus® (Hil). Zwischen
beiden Schichten liegt die Kdrnerzellschicht (Stratum granulosum, KZS). In der
Molekularschicht terminieren die afferenten Axone aus dem entorhinalen Kortex
sowie assoziative und kommissurale Verbindungen aus dem Hippokampus in
streng schichtenspezifischer Weise. Im Stratum moleculare des Gyrus dentatus
beispielsweise enden in der inneren Schicht (innere Molekularschicht, iMS)
assoziative und kommissurale Axone aus dem Hilus. In der mittleren (mittlere
Molekularschicht, mMS) und &ufReren Schicht (duf3ere Molekularschicht, aMS)
hingegen terminiert der im entorhinalen Kortex entspringende Tractus perforans
und bildet dort Synapsen mit den Kornerzellen aus. Hier findet man noch eine
weitere Untergliederung (siehe Abb. 3 und 4): Axone aus dem medialen Anteil des
entorhinalen Kortex (meEK) terminieren ausschliel3lich in der mittleren Schicht
(mMS), Axone aus dem lateralen Anteil des entorhinalen Kortex (laEK)
ausschlie3lich in der aufReren Schicht (&MS). Die beiden Anteile des Tractus
perforans unterscheiden sich — neben der Schichtenspezifitat ihrer Eingédnge —
auch physiologisch. So findet man bestimmte lonenkanale (z. B. Kv- oder HCN-
Kanale) speziell in der mittleren Schicht, der Terminationszone des Tractus
perforans aus dem medialen entorhinalen Kortex (Wang et al. 1994, Maletic-
Savatic et al. 1995, Veh et al. 1995, Cooper et al. 1998, Monaghan et al. 2001,
Bender et al. 2007; siehe Abb. 4).
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Abb. 3: Untergliederung der Area entorhinalis
und Terminationszonen des Tractus perforans.

Die Area entorhinalis wird unterteilt in einen medialen
und lateralen Anteil (medialer entorhinaler Kortex,
meEK; lateraler entorhinaler Kortex, laEK). Wahrend

Abb. 4: Prasynaptische lonenkanéle im

Tractus perforans.
In der Molekularschicht (MS) terminieren
Axone des Tractus perforans. In der &uf3eren

Molekularschicht (4MS) enden Axone, die aus

mittleren dem
Molekularschicht (mMS) des Gyrus dentatus (GD)

die Axone aus dem meEK in der lateralen entorhinalen Kortex (laEK)

stammen. In der mittleren Molekularschicht

terminieren, stammen die Axone der &uReren (mMS) findet man in den Axonen aus dem
Molekularschicht (AMS) aus dem lateralen Teil des medialen  entorhinalen  Kortex (meEK)
entorhinalen Kortex (modifiziert nach Torrealba und prasynaptisch lokalisierte lonenkanéle vom
Valdés 2008). Typus Kv1.1, Kv1.2, Kvl.4 und HCN1

(modifiziert nach Forster et al. 2006).

1.3 Die Funktion prasynaptischer lonenkanéle

1.3.1 Allgemeines

Die Lipid-Doppelschicht der Zellmembran ist fur hydrophile lonen undurchlassig.
Transmembranare lonenkanédle kénnen jedoch durch polare Aminosauren eine
Umgebung schaffen, durch die bestimmte lonen mit ihrer Hydrathille hindurch

treten konnen. Die geladenen lonen folgen dabei dem elektrochemischen

Gradienten. lonenkanale sind durch einen Selektivitatsfilter immer nur fir eine

oder wenige lonenarten durchldssig. Generell unterscheidet man

ligandengesteuerte  und  spannungsgesteuerte  lonenkandle. Zu den

ligandengesteuerten lonenkanéalen zahlen z. B. alle ionotropen Neuro-transmitter-

Rezeptoren. Sie sind folglich bevorzugt an Stellen zu finden, an denen

Neurotransmitter ausgeschuttet werden, d. h. in der Umgebung von Synapsen.

Spannungsgesteuerte lonenkandle haben hingegen sehr unterschiedliche
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Funktionen: Sie kdnnen — je nach Aufgabe — im Soma, in den Dendriten, im Axon
(z. B. an den Ranvier'schen Schnurringen) oder direkt an den Axonterminalen
lokalisiert sein. Generell beeinflussen beide, sowohl liganden- als auch
spannungsgesteuerte lonenkanale, das Membranpotenzial der Neurone.
Abhéngig von vorherrschenden lonenkonzentrationen innerhalb und aufRerhalb
der Zelle kann der durch Offnung der Kanile entstehende lonenstrom

depolarisierend oder hyperpolarisierend wirken.

1.3.2 Kaliumkanale

Die Gruppe der Kaliumkanéle stellt die grof3te Gruppe an Subtypen innerhalb der
lonenkanéle dar. Diese Vielfalt beruht zum einen auf der groRen Anzahl von
codierenden Genen flir die Untereinheiten aber auch auf alternativem Splei3en,
RNA-Editing oder posttranslationaler Prozessierung. Kaliumkanale findet man in
jeder Zelle. Sie bestimmen malRRgebend die elektrischen Eigenschaften
biologischer Membranen. Da in der Regel die Kaliumkonzentration innerhalb der
Zelle hoher als aufRerhalb ist (Ausnahme: Haarzellen der Cochlea), bewirkt eine
Offnung der Kanale einen Ausstrom von Kalium und damit eine Hyperpolarisation
der Zellmembran. In Neuronen ist dieser Vorgang u. a. verantwortlich fur die
Repolarisierung des Membranpotenzials nach einem Aktionspotenzial. Typische
Kaliumkanale bestehen aus vier a-Untereinheiten, die sich zu einem Tetramer
zusammenlagern und so einen Kanal bilden. Nach der Anzahl der
transmembranaren Domanen einer jeden a-Untereinheit und der Porendoménen

unterscheidet man vier grol3e Familien (siehe Tab. 1):
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Tab. 1: Einteilung der Kaliumkanéle (nach Chung et al. 2010).

Anzahl der Anzahl der
Familie Subfamilie transmembranéren Poreneinheiten
Doménen
Spannungsabhangige
Kaliumkandle (Kv) Kvi-Kvl2 6 1
Einwartsgleichrichtende . .
Kaliumkanale (Kir) Kirl-Kirz 2 1
~tandem-pore domain®“- KCNK1- 4 5
Kaliumkanale KCNK18
Calcium-aktivierte
Kaliumkanale BK, SK, IK 6 1

Um die hohe Selektivitat fir Kalium zu gewahrleisten, besitzen alle Kaliumkanale
die spezifische Aminosauresequenz Thr-X-Gly-Tyr/Phe-Gly (X steht fur eine
beliebige Aminosaure), welche auch als ,Kaliumsignatur® bezeichnet wird.
Mutationen in dieser Abfolge konnen die Selektivitat fir Kalium beeintréchtigen
(Heginbotham et al. 1994).

1.3.3 Spannungsabhéngige Kaliumkanéle (Kv-Kanéle)

Allein beim Menschen konnten bislang tber 40 verschiedene Gene nachgewiesen
werden, die fur den Aufbau von Kv-Kanalen verantwortlich sind. Zu den vier
wichtigsten Subtypen zahlen Kvl (Shaker), Kv2 (Shab), Kv3 (Shaw) und Kv4
(Shal). Die Bezeichnung ,Shaker® stammt dabei vom sog. Shaker-Gen der
Drosophila melanogaster, welches fiir deren Zittern (,shaking) nach Ather-
Exposition mit verantwortlich ist. Diese Subtypen bilden homotetramere Kanale
oder sind zu heterotetrameren Kanélen zusammengelagert, was die Vielfalt der

Kaliumkanéle noch erhéht (Ruppersberg et al. 1990).

Alle spannungsabhangigen Kaliumkanale bestehen aus vier a-Untereinheiten.
Jede davon ist wiederum aus sechs transmembranaren Helices aufgebaut, die mit

S1 bis S6 bezeichnet werden. S1 bis S4 bilden die Spannungssensordomane, S5
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und S6 bilden die Porendomane. Das N-terminale Ende von S1 und das C-
terminale Ende von S6 liegen dabei intrazellular (Yellen 2002). Am N-terminalen
Ende findet man eine mogliche Interaktionssequenz mit einer B-Untereinheit sowie

eine Domane, die fur die Tetramerisierung verantwortlich ist (Gulbis et al. 2002).

Neben a-Proteinen gibt es noch drei Familien von B-Untereinheiten (Kvp1.n,
KvB2.1 und KvB3.1; Pongs et al. 1999). Diese interagieren mit den Kvl-Kanalen in
1:1-Stéchiometrie durch Bindung an das N-terminale Ende der a-Untereinheit. Sie
konnen die Kvl-Kandle in Bezug auf Expressivitdt und Inaktivierungsverhalten
beeinflussen (Sewing et al. 1996). Fur Kvp1.n wurden die drei Untertypen Kv31.1,
KvB1.2 und KvB1.3 nachgewiesen (England et al. 1995).

1.3.4 Kvl-Kanale

Kvl-Kandle sind vorwiegend axonal lokalisiert. lhre Funktion besteht im
Wesentlichen in der Regulation neuronaler Aktivitatsraten. Man findet sie im
Bereich des Axonhtigels (Aktionspotenzialinitiation; Wang et al. 1994, Kole et al.
2007), der Ranvier'schen Schnurringe (Aktionspotenzialleitung; Chiu et al. 1980,
Wang et al. 1994, Mi et al. 1995) und in den Axonterminalen (Regulation der
Neurotransmitterfreisetzung; Wang et al. 1994, Dodson et al. 2003).
Leitfahigkeiten dieser Kanéle spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation
neuronaler Aktivitatsraten im auditorischen und thalamokortikalen System (Manis
und Marx 1991, Popratiloff et al. 2003), in vestibularen Neuronen (Gamkrelidze et
al. 1998) sowie in neokortikalen und hippokampalen Pyramidenzellen (Wu und
Barish 1992, Bekkers und Delaney 2001). Funktionell werden sie den ,Low-
voltage-activated“-Kanalen und den ,Delayed-rectifier*-Kandlen zugerechnet.
Durch Assemblierung mit einer B-Untereinheit kénnen sich allerdings die
Kanaleigenschaften dramatisch verandern. So kommt es zur Umbildung in einen
A-Typ-Kanal mit schnell-inaktivierenden Eigenschaften (Rettig et al. 1994,
Trimmer und Rhodes, 2004). Seit einiger Zeit ist bekannt, dass Kvl-Kanéle
(Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4) auch im Tractus perforans prasynaptisch exprimiert werden
(Rettig et al. 1992, Sheng et al. 1992, Sheng et al. 1994, Wang et al. 1994, Veh et
al. 1995, Maletic-Savatic et al. 1995, Rhodes et al. 1995, Rhodes et al. 1997,
Cooper et al. 1998, Monaghan et al. 2001). Kv1.2 stellt dabei die dominierende a-
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Untereinheit dar (Trimmer und Rhodes 2004). Ihre axonale Lokalisation ist jedoch
essentiell von der Anwesenheit von Kvp2-Untereinheiten abhangig

(Campomanes et al. 2002).

1.3.5 HCN-Kanale

Hyperpolarisationsaktivierte und durch zyklische Nukleotide regulierbare Kanéle
(HCN-Kanale) sind strukturell verwandt mit den Kvl-Kanalen (Robinson und
Siegelbaum 2003). Auch sie enthalten 6 Transmembrandomanen, mit einem
Spannungssensor lokalisiert in S4. In einem Kv-Kanal sind hier sieben basische
Aminosaurereste lokalisiert, wahrend man in den HCN-Kanélen neun basische
Reste findet (Vemana et al. 2004), wodurch sich der Kanal bei Hyperpolarisation
und nicht bei Depolarisation der Membran 6ffnet. AuRerdem sind HCN-Kanale
,nichtselektive Kationenkanale®. Es kommt daher bei Offnung — auf Grund des
elektrochemischen Gradienten bei negativem Membranpotenzial — zum Einstrom
von Na**-lonen, d.h. zu einer Depolarisierung (,funny“ oder ,queer* current; Pape
1996). Im Hippokampus stabilisieren solche Strome das Ruhemembranpotenzial
und tragen zu synchronisierter neuronaler Aktivitat bei (Pape 1996, Robinson und
Siegelbaum 2003). Es existieren vier Isoformen der HCN-Kanéle (HCN1-4), die
sich als homo- oder heterotetramere Kanale mit unterschiedlichen physiologischen
Eigenschaften ausbilden kdnnen (Robinson und Siegelbaum 2003). Der
Arbeitsgruppe Bender gelang es vor einiger Zeit nachzuweisen, dass HCN-Kanéle
vom HCN1-Typus prasynaptisch in den Axonterminalen des medialen Tractus
perforans exprimiert werden (Bender et al. 2007). Prasynaptische Expression von
HCN-Kanédlen war bis dahin im Kortex nur in GABAergen Interneuronen
beschrieben. Die prasynaptische HCN1-Expression im Tractus perforans stellt
somit den ersten Nachweis in exzitatorischen Axonterminalen des Kortex dar.
Erste funktionelle Befunde lassen vermuten, dass die Aktivitdt prasynaptischer
HCN-Kanale der Funktion von Kvl-Kanélen entgegenwirkt, da HCN-Kanal-
Aktivierung eine Depolarisation, Aktivierung von Kv-Kanalen jedoch eine
Hyperpolarisation der Membran bewirkt. Interessanterweise zeigt jedoch die
prasynaptische Expression von HCN1 einen ungewohnlichen Zeitverlauf: Sie ist
besonders hoch im Tractus perforans sehr junger Ratten, nimmt dann jedoch mit

zunehmenden Alter stetig ab. Es kann somit eine Entwicklungsabh&ngigkeit der
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Expression vermutet werden. Des Weiteren zeigten in vitro-Experimente, dass die
Expression von HCN1 im Tractus perforans sensitiv auf Anderungen der
neuronalen Aktivitat reagiert (Bender et al. 2007). Es kann also auch eine

Aktivitatsabhéngigkeit vermutet werden.
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2 Fragestellung

Angesichts einer Entwicklungs- und Aktivitdtsabhangigkeit der prasynaptischen
Expression von HCN1-Kanalen im Tractus perforans stellt sich die Frage, ob flr
die ebenfalls prasynaptisch im Tractus perforans lokalisierten Kanale vom Kv1-
Typus ahnliche Regulationsmechanismen existieren. Um diese Frage zu

untersuchen, wurden folgende Experimente durchgefuhrt:

1. Es wurde anhand einer Entwicklungsreihe tber mehrere Altersstufen der
zeitliche Verlauf der Expression von Kv1.2 und seiner fir den axonalen
Transport essentiellen B-Untereinheit Kvp2 in der Molekularschicht bestimmt.
Die Ergebnisse wurden mit dem Zeitverlauf der Expression von HCN1-Kanélen
verglichen.

2. Es wurde ein in vitro-System (organotypische Gewebekultur) fir die
Untersuchung von Regulationsprozessen der prasynaptischen Kv1-Expression
etabliert und dieses System fur die Untersuchung aktivitatsabhéngiger
Expressionsanderungen eingesetzt. Fur die genannte Fragestellung wurden

uberpriufend Western Blots als Alternativmethode angefertigt.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Arbeitsmaterialien, Gerate
Acryl-Kivetten (10 mm Schichtdicke)
Brutschrank, 37°C

Blottingkammer

COy-Inkubator, 37°C

Cutfix Surgical Disposable Scalpel
Deckglaser, 24 x 60 mm
Desinfektionsmittel (Sterillium)

Elektrophorese-Apparatur,

Mini-Protean® 3 cell

ep TIPS Standard, verschiedene Gréf3en

Falcon Réhrchen, 15 und 50 ml

Farbekasten nach Hellendahl (Kuvetten)

Feuchtkammer

Film

Filterpapier

Folienstifte

Foto-Kassette

Gefrierschrank, —25°C und -80°C
Gewebehacksler, Tissue Chopper

Gewebeschneider (Kryostat), HM 560

Material und Methoden

SARSTEDT

MEMMERT

BIO-RAD

HERAEUS

B. BRAUN

MARIENFELD

BODE

BIO-RAD

EPPENDORF

GREINER BIO-ONE

CARL ROTH

EIGENBAU UKE

AGFA

SCHLEICHER-SCHULL

FARBER-CASTELL

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH

LIEBHERR

H. SAUR

MICROM
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Heidemannspatel AESCULAP DE

konfokales Laser-Scan-Mikroskop, CARL ZEISS
LSM Axiovert 100 Microsystem

Kosmetiktticher, Clou Prestige WEPA PROFESSIONAL
Kuhlschrank, 4°C BOSCH/LIEBHERR

Kuhl-Zentrifuge, Eppendorf Centrifuge 5417R ~ EPPENDORF

Kulturmembran, Millicell-CM MILLIPORE

Lichtmikroskop OLYMPUS/ZEISS
Macintosh-PC (OS 9.1) APPLE

Microtome Blade S35 FEATHER

Mikroskop Axioskop 2, HBO 100 CARL ZEISS

Mikroskop Axiovert 200M CARL ZEISS
Nitrocellulose-Membran, Nitrocell Protran WHATMAN

Objekttrager SuperFrost/Plus ASSISTANT

Parafilm M PECHINEY PLASTIC PACKAGING
Pasteurpipetten ASSISTENT

Perfundiergerét, Masterflex L/S Economy Drive COLE PARMER

pH-Meter KNICK
Photometer, Eppendorf Bio Photometer EPPENDORF
Pinsel DA VINCI/PELIKAN
Pinzette MERCK

Pipetten 100 und 2500 ml| EPPENDORF

Pipetten 20, 100, 200 und 1000 pl GILSON
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Pipettenspitzen fur Pipetus 5, 10 und 25 mi BECTON DICKINSON LAB.
Pipetus Akku HIRSCHMANN LABORGER.
Potter-R6hrchen, Mortar & Pestie 0,1 ml MORTAR & PESTILE

Without Handle

ReagenzgefalRe 1,5 und 2 ml EPPENDORF

Ruttler MS2 Minishaker IKA

Scanner, Scanjet 8300 HP

Schere FINE SCIENCE TOOLS
Serologische Pipetten FALCON
Sicherheitswerkbank Stufe 2 HERAEUS

Spannungsgenerator, Electrophoresis constant AMERSHAM PHARMACIE BIOTECH
power supply EPS 3000/150

Stericup Filter Units MILLIPORE
Untersuchungshandschuhe Peha-soft satin HARTMANN

USB-Stick Cruzer 8 GB SANDISK

Vortex Genie 2 SCIENRIFIC INDUSTRIES
Waage METTLER

Zentrifuge, Universal 32R HETTICH

Zellkulturplatte, Falcon Multiwell Cell Culture FALCON

Plate, 6-well

Zellkulturschale FALCON



3.1.2 Software
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AxioVision 3.1 CARL ZEISS

Excel 2000 MICROSOFT

ImageJ Vers. 1.43f WAYNE RASBAND (NIH), public
domain

LSM Carl Zeiss CARL ZEISS

Openlab 3.1.5 IMPROVISION

Photoshop CS3 Extended ADOBE

Graph Pad Prism 4.00

GRAPHPAD SOFTWARE

Windows XP MICROSOFT
Word 2010 MICROSOFT
3.1.3 Chemikalien

Aceton BAKER

Acrylamid, 30 %
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat

Aqua ad iniectabilia, 1 Liter

BIO-RAD LABORATORIES

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

BAXTER DEUTSCHLAND

Bradford-Reagenz, Bio Rad Protein Assay BIO-RAD LABORATORIES
Bromphenolblau MERCK

BSA (bovines Serumalbumin) SIGMA-ALDRICH
DAB (3,3'-Diaminobenzidin) VECTOR LABORATORIES
DAPI (4°,6-Diamidin-2-Phenylindol) SIGMA-ALDRICH

Dinatriumhydrogenphosphat MERCK



DTT (Dithiotfhreitol)

ECL-LAsung (,enhanced chemiluminescence”-

Losung), Pierce ECL Western Blotting substrate
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), 0,5 M
Einbett-Medium, Dako Mounting Medium
Einbett-Medium, Eukitt Mounting Medium
Entwicklerlésung

Essigsaure

Ethanol, absolut

Fixierlésung

Gefriermedium, Tissue Tek

Glycerin

Glycin, 150 mM

Glucose, 50 %

HBSS (,Hank’s Balanced Salt Solution®)

HCI (Salzsaure), 25 %, 1 Mund 2 M
Kainséure

Ketamin

L-Glutamin, 200 mM

MEM (Minimum Essential Medium)
Milchpulver

Molekulargewichts-Marker

Natriumbicarbonat-L6sung, 7,5 %

Material und Methoden

MERCK

THERMO SCIENTIFIC

MERCK

DAKO

KINDLER

KODAK

MERCK

MERCK

KODAK

SAKURA

SIGMA-ALDRICH

APOTHEKE UKE

FRESENIUS KABI

GIBCO

MERCK

SIGMA-ALDRICH

GRAUB

SIGMA-ALDRICH

GIBCO

HEIRLER

FULL-RANGE RAINBOWS

SIGMA-ALDRICH



Natriumchlorid (NacCl)
Natriumchlorid-Losung, 0,9 %
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid (NaOH)
Nickelsulfat

normales Ziegenserum (NGS,

,Normal Goat Serum®)

NP40 Alternative, 10 %
Penicillin-Streptomycin-Lésung
PFA (Paraformaldehyd)
Pferdeserum

Ponceau-Rot

Protease-Inhibitor,

Protease-Inhibitorenmix complete
Rompun

Saccharose

TEMED (Tetramethylaethylendiamin)
Tetrodotoxin (TTX)

Tris (Trishydroxymethylaminomethan),
1M (pH7,5),1,5M (pH 8,8)

Tris-Base, 25 mM
Tris-HCI, 0,5 M (pH 6,8)

Triton X-100
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MERCK

MERCK

SIGMA-ALDRICH

CARL ROTH

MERCK

MERCK

SIGMA-ALDRICH

CALBIOCHEM

GIBCO

MERCK

GIBCO

MERCK

ROCHE

BAYER

MERCK

BIO-RAD LABORATORIES

SIGMA-ALDRICH

CARL ROTH

CARL ROTH

CARL ROTH

USB



Trockeneis

Tween-20

Vectastain ABC Kit PK-6100
Wasserstoffperoxid (H20>)

Xylolersatz XEM-200

3.1.4 Lésungen

Anésthesie-Injektionslésung:
. 2,4 m| Ketamin

. 1,6 ml Rompun

Material und Methoden

HUMANGENETIK DES UKE

SIGMA-ALDRICH

VECTOR

MERCK

VOGEL

. mit Natriumchlorid-Lésung (0,9 %) bis auf 20 ml Volumen aufgefullt

. 0,8-1,2 ml/Tier

Blockierpuffer fir Western Blot:

. 30 ml Tween

. 100 ml 10fach phosphatgepufferte Salzlésung (10fach PBS)

. Aqua ad inject., ad 1000 mi

. 5 % Milchpulver

Blockierungslosung fur Immunhistochemie:

. 0,3 % Triton X-100
. 3 % Normales Ziegenserum (NGS)

. in phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
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Farbeldsung:

. 0,5 % Ponceau-Rot
. 5 % Essigsaure
. in Aqua dest.

Inkubationsmedium:

. 25 ml Minimal Essential Medium (MEM), 2fach konzentriert, steril
. 1 ml L-Glutamin (200 mM), steril

. 580 pl Natriumbicarbonat-Losung (7,5 %), steril

. 25 ml ,Hank’s Balanced Salt Solution®), steril

. 25 ml Pferdeserum, steril

. 1 ml Penicillin-Streptomycin-Ldsung, steril

. 1250 ul Glucose (50 %), steril

. 19 ml Aqua dest., steril

. Titration bis pH 7,25 mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCI

Laufpuffer (1fach Laemmli-Puffer):

. 30 g Tris-Base

. 144 g Glycin

. 10 g Natriumdodecylsulfat, 10 %
. Aqua ad inject., ad 1000 ml

Paraformaldehyd (PFA) 2 %:
. 2 g PFA

. in 100 ml PBS l6sen
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Perfusionslésung:

. 2,5 % Paraformaldehyd (PFA)
. in PBS gel6st
. auf den pH Wert 7,4 einstellen mit zunachst 1 ml HCI (25 %), dann mit 1 M HCI

phosphatgepufferte Salzlésung (PBS):

. 17,8 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

. 16 g NaCl

. in 1,8 | Aqua dest. I6sen

. den pH auf 7,4 einstellen mit zunachst 1 ml HCI (25 %), dann mit 2 M HCI
. auf 2 | mit Aqua dest. auffiillen

phosphatgepufferte Salzlosung mit Tween (PBS-Tween):

. 100 ml PBS
. 30 ml Tween-20
. Aqua ad inject., ad 1000 mi

Praparationsmedium:

. 50 ml Minimal Essential Medium (MEM), steril, 2fach konzentriert
. 1 ml Glutamin, 200 mM, steril
. 48 ml Aqua dest.

. Titration bis pH 7,35 mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCI
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Probenpuffer (5fach Laemmlipuffer):

. 1,54 g Dithiothreitol (DTT), 0,5 M

. 2 g Natriumdodecylsulfat,10 %

. 8 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8)

. 10 ml Glycerin

. 1 Spatelspitze Bromphenolblau
RIPA-Puffer:

. 1,5 ml 5 M NacCl, 150 mM

. 2,5ml 1M Tris, 50 mM, pH 7,5

. 5 ml NP-40 (10 %), 1 %

. 250 pl Natriumdodecylsulfat (20 %), 0,1 %
. 2,5 ml Natriumdeoxycholat (10 %), 0,5 %
. 0,5ml 0,5 M EDTA, 5 mM

. Protease-Inhibitor (Protease Inhibitorenmix complete)
. Aqua dest., ad 50 ml

Saccharose-L6sung 25 %:

. 25 g Saccharose

. in 100 ml PBS l6sen
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Sammelgel:

. 1375 ul Aqua dest.

. 425 pl Acrylamid (30 %)

. 625 pl 0,5 M Tris, pH 6,8

. 25 pl Natriumdodecylsulfat (10 %)
. 25 pl Ammoniumpersulfat (10 %)
. 2 pl Tetramethylaethylendiamin

. 25 pl Bromphenolblau

Semidry-Transfer-Puffer, pH 8,3:

. 3,03 g 25mM Tris-Base

. 14,4 g 150 mM Glycin

. 100 ml Ethanol (10 %)

. Aqua bidest., ad 1000 ml|
Spulungspuffer:

. 0,9 % NacCl

. in Aqua dest.

Trenngel 10 % (fur Molekulargewichte 50-100 kDa):

. 2 ml Aqua dest.

. 6,6 ml Acrylamid (30 %)

. 1,25ml 1,5 M Tris, pH 8,8

. 50 pl Natriumdodecylsulfat, 10 %
. 50 pl Ammoniumpersulfat, 10 %

. 2 pl Tetramethylaethylendiamin
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Waschpuffer fir Western Blot (Milchpulver (5 %)- PBS-Tween):
. 2 g Milchpulver

. 38 ml PBS-Tween

3.1.5 Antikorper
3.1.5.1 Priméarantikérper

polyklonaler Anti-HCN1 aus Kaninchen CHEMICON

monoklonaler Anti-Kv1.2 aus Maus NEUROMAB
(nicht affinitatsgereinigt)

monokloner Anti-Kv1.2 aus Maus NEUROMAB
(affinitétsgereinigt)

monoklonaler Anti-Kv32 aus Maus NEUROMAB
polyklonaler Anti-c-Fos aus Kaninchen SANTA CRUZ BIOTECH
monoklonaler Anti-GAPDH aus Maus AMBION

3.1.5.2 Sekundéarantikorper

Anti-Kaninchen-lgG aus Ziege, Cy3-markiert JACKSON IMMUNO RES.
Anti-Maus-IgG aus Ziege, Cy3-markiert JACKSON IMMUNO RES.
Anti-Kaninchen-lIgG aus Ziege, Biotin-markiert VECTOR LABORATORIES
Anti-Maus-IgG aus Ziege, Biotin-markiert VECTOR LABORATORIES

Anti-Maus-IgG aus Ziege, Peroxidase-markiert PIERCE
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3.2 Methoden

3.2.1 Eingesetzte Tiere

Bei den Experimenten zur aktivitatsabhéngigen Expression wurden Ratten des
Zuchtstamms WISTAR verwendet, welche durch die zentrale Tierhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf bereitgestellt wurden. Die Tiere wurden
unter kontrollierten Bedingungen gehalten, Wasser und Futter standen ihnen ad
libitum zur Verfigung. Alle Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den
geltenden gesetzlichen Bestimmungen durchgefihrt. Fir die Versuche zur
entwicklungsabhangigen Expression wurden 10, 17 und 50 Tage alte Tiere (P10,
P17 und P50) verwendet. Fur die Versuche zur aktivitatsabhangigen Expression
und zur Deafferenzierung wurden 3 Tage alte Tiere (P3) verwendet.

3.2.2 Behandlung der Tiere/Fixierung
3.2.2.1 Entwicklungsreihe

Die Praparation erfolgte aus praktischen Grinden unter semisterilen
Bedingungen. Fur die Entwicklungsreine wurde den Tieren zunachst eine
Anasthesieldsung intraperitoneal injiziert. Diese enthielt das Narkotikum Ketamin
(100mg/kg KG) und das Muskelrelaxans Rompun (5 mg/kg KG). Nach
Wirkungseintritt wurden die Tiere in Rickenlage mit Kanulen fixiert. Mit einem
Skalpell wurde die Bauchhdhle ventral von kaudal nach kranial er6ffnet und das
Diaphragma durchtrennt, so dass die Herzspitze sichtbar wurde. Nun wurde das
rechte Atrium inzisiert und zeitgleich eine Kanidle in den linken Ventrikel
gestochen. Aus dieser Kanule wurde mittels eines Perfusors Spulungspuffer (0,9
% NacCl) in den linken Ventrikel injiziert. Durch das noch schlagende Herz verteilte
sich der Spulungspuffer in den tierischen Blutkreislauf, wahrend das Blut des
Tieres uber den inzisierten rechten Vorhof nach aufRen abflieBen konnte. Nach
etwa 5 min war das Blut vollstandig ersetzt, was durch ein Aufhellen der Leber
angezeigt wurde. Daraufhin wurde der Spulungpuffer durch eine Perfusionslésung
(2,5 % PFA) ersetzt und das Tier fur weitere 5-15 min perfundiert. Hierdurch

wurde eine erste Fixierung des Gehirns gewahrleistet.
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Nach abgeschlossener Perfusion wurde die Ratte zun&chst mit einer geraden
Schere dekapitiert und die Haut tber der Schadelkalotte reseziert. Nach median-
sagittaler Eroffnung des Schadeldaches konnte nach zwei weiteren lateralen

Entlastungsschnitten das Gehirn mit einem Heidemannspatel entnommen werden.

Das entnommene Gehirn wurde fir 4 h in einem 50 ml Falcon Roéhrchen in 2,5 %
PFA nachfixiert und danach uUber Nacht in einem 50 ml Falcon Rdhrchen in
25 % Saccharose gelagert. AbschlieBend wurden die gesammelten Gehirne in

Parafilm M eingewickelt und bei —80°C eingefroren.

Zur Vorbereitung auf die immunhistochemischen Farbungen mussten die Gehirne
geschnitten werden. Hierzu wurden zunachst der Hirnstamm sowie das Kleinhirn
mit einem Skalpell entfernt. AnschlieBend wurde das tiefgefrorene Gehirn kranial
durch Gefriermedium auf einer Einspannungsunterlegscheibe fixiert und von
kaudal nach kranial mit einem Gewebeschneider (Kryostat, HM560, Microm) in 30
um dunne Scheiben bei -18°C geschnitten. Die bis zum Erreichen des
Hippokampus abgetragenen  Gewebeschnitte  wurden  verworfen. Die
Gewebeschnitte, in denen der Hippokampus zu erkennen war, wurden schlie3lich
mit einem Heidemannspatel in mit PBS gefiiliten Falcon Zellkulturplatten (sog. ,,6-

wells®) gesammelt.

3.2.2.2 Gewinnung von organotypischen Gewebekulturen

Fur die Gewinnung organotypischer Gewebekulturen wurden 3 Tage alte Tiere
(P3) zunachst dekapitiert. Die Schadelkalotte musste dann mit einer feinen
geraden Schere median-sagittal eroffnet werden. Nach zwei lateralen
Entlastungsschnitten konnte mit Hilfe eines Heidemannspatels das Gehirn
entnommen werden und auf einen mit PBS getrankten Schwamm gelegt werden.
Anschliel3end wurden Kleinhirn und Hirnstamm mittels Skalpell entfernt und beide
Hemispharen in einem Sagittalschnitt voneinander getrennt. Nun war der

Hippokampus zu erkennen und konnte herausprapariert werden.
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3.2.3 Organotypische Gewebekultur
3.2.3.1 Herstellung der Gewebekulturen

Die Herstellung der Gewebekulturen erfolge nach der Methode von Heimrich und
Frotscher (1994).

Mit einem Gewebehacksler wurden die Hippokampi in longitudinal ausgerichtete
400 um dinne Gewebeschnitte (,Slices®) geschnitten. Nach Transferierung in eine
mit Praparationsmedium (4°C) geflillte Glasschale mittels Heidemannspatels
wurden die Schnitte unter lichtmikroskopischer Kontrolle in benachbarte Parchen
unterteilt. Durch diese morphologisch kontrollierte  Unterteilung wurde
sichergestellt, dass fir jede experimentell behandelte Kultur eine geeignete
Kontrollkultur zur Verfigung stand. Abgesehen vom experimentellen Eingriff
wurden Kontrolle und Schwesterkultur unter identischen Bedingungen gehalten.
Anschlieend wurde jeder Gewebeschnitt auf eine mit Préparationsmedium
benetzte Kulturmembran (Millicell-CM, Millipore) aufgetragen. Das Uberschiissige
Praparationsmedium wurde mit einer Glaspipette abgesaugt. Unter sterilen
Bedingungen wurden Zellkulturplatten (Falcon Multiwell Cell Culture Plate, 6-well)
mit je 1 ml Inkubationsmedium pro Kavitat befullt und die Kulturmembranen
hineingelegt, so dass die Kulturen von unten durch die Kulturmembranen begrenzt
waren und durch das Inkubationsmedium erndhrt werden konnten. Zueinander
gehorige Parchen wurden in untereinander liegenden Kavitaten positioniert. Die
Kulturen wurden bei 37°C und 5 % CO, fir insgesamt 14 Tage inkubiert. Das

Inkubationsmedium wurde alle zwei Tage abgesaugt und durch neues ersetzt.

3.2.3.2 Modulation neuronaler Aktivitat

Am 13. Tag der Inkubation wurde die neuronale Aktivitat mit Kainsaure stimuliert
bzw. mit TTX inhibiert. Die zu einem Parchen gehérige Schwesterkultur blieb
unbehandelt, um als topographisch unmittelbar benachbarte Kontrolle zu dienen.
Fur die Stimulation von neuronaler Aktivitat wurde 6 UM Kainsaure eingesetzt. Pro
Kultur und Kavitat wurde 1 ml dieser LOosung zugegeben und die Kulturen
anschlieBend fur 3 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Hiernach wurde die
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Kainsaure durch frisches Inkubationsmedium ersetzt und die Kulturen fir einen

weiteren Tag inkubiert.

Die Inhibition neuronaler Aktivitat wurde mit 0,5 uM TTX durchgefihrt. Pro Kultur
und Kavitat wurde ebenfalls 1 ml dieser Losung zugegeben und die Kulturen fur
24 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert.

Dazu wurden exemplarisch Kulturen fir 3 h mit entweder Kainsédure oder
Kainséure + TTX inkubiert. Die Kulturen wurden sofort nach Ablauf der 3 h fixiert
und auf die Expression des ,immediate early gene® cFos hin untersucht (Bullitt
1990).

3.2.3.3 Deafferenzierung

In diesem Experiment wurde am 12. Tag der Inkubation jeweils eine Kultur eines
Parchens deafferenziert. Hierfir wurden die Kulturen dem Brutschrank
entnommen und in mit Praparationsmedium benetzte Glasschalchen transferiert.
Unter lichtmikroskopischer Kontrolle konnte mit einem feinen Spatel der
entorhinale Kortex grundlich vom Hippokampus getrennt werden. So wurden alle
Afferenzen zum Hippokampus beseitigt (siehe Abb. 5). Anschliel3end wurden die
deafferenzierten Kulturen sowie die dazugehdrigen Kontrollen fir weitere 2 Tage

nach in 3.2.3.1 beschriebenen Bedingungen inkubiert.
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Abb. 5: Deafferenzierung durch Entfernung des entorhinalen Kortex.

Am 12. Tag nach Inkubation wurde der entorhinale Kortex vom Hippokampus mit einem feinen Spatel
abgetrennt. Damit wurden alle ankommenden Afferenzen aus dem entorhinalen Kortex unterbrochen
(modifiziert nach Mai 2010).

3.2.4 Immunhistochemische Farbungen
3.2.4.1 Fixierung der Gewebekulturen fur Immunhistochemie

Nach insgesamt 14 Tagen Inkubationszeit wurden die Kulturen zunachst mit PBS
(37°C) und anschlielRend mit PBS (4°C) gesplilt. Hiernach wurden die Kulturen in
2,5 % PFA (4°C) uberfuhrt und fur 24 h, im Kuhlschrank (4°C) gelagert, fixiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Kulturen wiederum mit PBS (4°C) gespdilt und
in 25 % Saccharose (4°C) gelagert. Nach 2 h wurde diese Ldosung erneuert, die
Kulturen von den Kulturmembranen gelést und auf Deckglaschen Uberfihrt.
Angeordnet wurden die Gewebeschnitte immer so, dass Kontrolle und behandelte
Kultur nebeneinander lagen. Sie wurden mit ,A“ und ,B“ beschriftet. Zur
Verblindung der folgenden Experimente wurde die Zuordnung, d.h. Art der
Behandlung und Kontrolle, durch eine an den folgenden Arbeitsschritten nicht
beteiligte Person, notiert. Uberschiissige Saccharose-Losung wurde um die Kultur
herum mit Zellstoff entfernt und ein Tropfen Gefriermedium auf die Schnitte
gegeben. Unmittelbar danach wurden die Deckglaschen in einem Isolierkasten
zum Schnellfrost auf Trockeneis gelegt und dann zur weiteren Verwendung
tiefgefroren (-80°C).
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Fur die Immunhistochemie mussten 20 um dinne Gewebeschnitte angefertigt
werden um eine optimale Antikdrperbindung zu erreichen. Hierfur wurden die
Schnittkulturen zunachst auf einer Einspannunterlegscheibe in Gefriermedium
fixiert und anschlieRend mittels Gewebeschneider (HM 560, Microm) geschnitten.
Die Schnitte wurden mittels Spatel in mit PBS (Raumtemperatur) befillte Kavitaten
von Falcon Zellkulturplatten tberfuhrt und dann mit einem feinen Pinsel auf einen
Objekttrager aufgetragen. Bei der vorangehenden Vorbereitung der Objekttrager
war darauf zu achten, dass diese mit einem Zellstofftuch und ein wenig Druck
abgerieben wurden, um die Oberflachenspannung zu verringern. Danach wurde
der Objekttrager mit einem Tropfen Aqua dest. benetzt. Die Anordnung der
Gewebeschnitte war immer so, dass jeweils zwei behandelte und zwei
unbehandelte Gewebeschnitte eines zueinander gehdrigen Kultur-Parchens dicht
beieinander lagen. Auf diese Weise wurden mindestens zwei Objekttrager
besttickt. Anschlie3end wurden die Objekttrager bei Raumtemperatur tGber Nacht

getrocknet.

3.2.4.2 Immunfluoreszenzfarbung

Die folgenden Versuchsteile wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt. Alle
Arbeitsschritte aul3erhalb der Feuchtkammern wurden unter stéandiger Bewegung

in Kivetten durchgefihrt, um eine Artefakt-freie Farbung zu gewébhrleisten.

Die getrockneten Gewebeschnitte wurden zunéchst fur 20 min mit 2 % PFA
nachfixiert und anschlieBend in PBS fur 5 min gewaschen. Daraufhin folgte in
einer Feuchtkammer die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen der
Gewebeschnitte. Dazu wurden die Objekttrager fir 30 min mit jeweils 400 pl einer
Lésung aus PBS, 0,3 % Triton X-100 und 3 % NGS benetzt. Nach abgieRen der
Flussigkeit wurde der Primarantikbrper hinzugegeben. Die Gewebeschnitte
wurden hierflr mit 400 ul/Objekttrager einer Lésung aus PBS, 0,3 % Triton X-100
und dem nicht affinitdtsgereinigten monoklonalen Antikérper gegen Kv1.2 aus der
Maus (1:50) benetzt. Die Inkubationszeit in der Feuchtkammer betrug 24 h. Es
schlossen sich zwei Waschritte mit PBS von jeweils 10 min an. Danach wurden
die Objekttrager mit jeweils 400 pl einer Lésung aus PBS und Cy3-gekoppeltem
Sekundarantikdrper Anti-Maus-1gG aus der Ziege (1:800) inkubiert. Ab der Zugabe



Material und Methoden

des lichtempfindlichen Sekund&rantikorpers war darauf zu achten, dass die
Objekttrager standig abgedunkelt wurden. Nach 3 h Inkubationszeit wurden die
Objekttrager erneut in PBS fir 5 min gewaschen. Hiernach wurden die
Objekttrager mit jeweils 500 pul einer Losung aus PBS und dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI (1:1000) inkubiert. Nach 1 min wurde die LOsung
wieder abgegossen und es folgte eine abschlielRende Spulung der Objekttrager in
einer Kivette mit Aqua dest. fir 5 min. Nun wurden die Objekttrager abgedunkelt
bei Raumtemperatur getrocknet und schlieBlich mit Einbett-Medium (Dako
Mounting Medium, Dako) eingedeckelt. Bis zur Aushartung dieses Mediums
wurden die Objekttrager im Kuhlschrank (4°C) gelagert und konnten am folgenden

Tag ausgewertet werden.

3.2.4.3 Immunfarbung fur Lichtmikroskopie

Der Ablauf der Immunféarbung fur Lichtmikroskopie ist bis inklusive der beiden
Waschungen nach Zugabe des Primarantikdrpers redundant mit dem der

Immunfluoreszenzfarbung.

Als Antikorper fanden hier Verwendung:

. monoklonaler Anti-Kv1.2 (affinitatsgereinigt) aus Maus, 1:200

. monoklonaler Anti-Kv1.2 (nicht affinitatsgereinigt) aus Maus, 1:50
. monoklonaler Anti-Kv32 aus Maus, 1:200

. polyklonaler Anti-HCN1 aus Kaninchen, 1:400

. polyklonaler Anti-c-Fos aus Kaninchen: 1:500

Dann wurden die Objekttrager mit jeweils 400 ul einer Losung aus PBS und einem
fur den Primarantikbrper spezifischen biotinylierten Sekundarantikdrper (Anti-
Maus- bzw. Anti-Kaninchen-lgG aus Ziege, 1:250) benetzt und 24 h in der
Feuchtkammer inkubiert. Es schloss sich ein weiterer Waschgang mit PBS fur 15
min an. AnschlieRend wurden die Objekttrager mit jeweils 500 pl einer Lésung
benetzt, die Streptavidin enthielt, an das das Enzym Peroxidase gekoppelt war
(Vectastain ABC Kit PK-6100, Vector). Das Streptavidin bindet dabei fest an das
mit dem Sekund&rantikérper verbundene Biotin. Nach einer Inkubationszeit von 10
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min in der Feuchtkammer folgte ein weiterer Waschgang mit PBS von 10 min. Nun
wurde die optisch kontrollierte Farbung mit 0,7 % Diaminobenzidin-Losung in PBS
und 0,3 % H,O, durchgefuhrt. Durch Waschungen wurde die Farbereaktion dann
gestoppt. Mittels einer aufsteigenden Alkoholkonzentrationsreihe (70 %, 80 %, 96
%, 100 % Ethanol, jeweils 5 min) wurden die Praparate dehydriert und in Xylol
equilibriert. Abschlielend folgte noch das Eindeckeln mittels Einbett-Medium
(Eukitt Mounting Medium, Kindler).

3.2.5 Western Blot
3.2.5.1 Proteinaufbereitung aus Gewebe

Fir die Western Blot-Analyse wurde nach Abschluss der experimentellen
Behandlung der Gyrus dentatus aus den Kulturen durch einen Schnitt entlang der
Fissura hippocampi (siehe Abb. 2) herausgetrennt. Das dadurch gewonnene
Gewebe von einer Membran mit identisch behandelten Kulturen (ca. 3-5) wurde

zunachst in einem sterilen Eppendorf-Gefald gesammelt und tief gefroren.

Fur die weitere Bearbeitung musste im nachsten Schritt das zu bestimmende
Protein aus dem Gewebe extrahiert werden. Hierfur wurden die Gewebe-Kulturen
nach Modulation neuronaler Aktivitat (TTX, Kainsaure oder unbehandelte
Kontrolle) in einem Eppendorf-Gefald abgewogen und anschlieend mit
sechsfacher Menge RIPA-Puffer (engl. fur ,Radio-Immunoprecipitation Assay“-
Puffer) und Proteaseinhibitor (Protease-Inhibitorenmix complete, Roche) versetzt.
Das Gemischwurde nun in ein Potter-Réhrchen gegeben und auf Eis
homogenisiert. Nach Pipettierung in ein Eppendorf-Gefall musste das
Homogenisat bei gelegentlichem Umschwenken 20 min lang auf Eis gekihlt
werden. Es folgte eine Zentrifugierung bei 4°C mit maximaler Leistung. Das
abgetrennte Pellet konnte verworfen werden. Vom Uberstand wurden 8-10 pl fir
die Proteinbestimmung nach Bradford abgenommen und fur die Weiterbehandlung
mit Aqua dest. verdinnt (1:100). Die Ubrige Proteinlosung konnte bei Bedarf in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert werden.
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3.2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (1976).

Fur die Eichung wurde Bovines Serumalbumin (BSA, 0,5 pg/upl) verwendet und
eine Standardreihe erstellt (O pl, 2,5 pl, 5 pl, 10 pl, 15 pl und 20 pl). Jede
Probe wurde mit Aqua dest. auf 20 pl aufgefullt. Die Proteinbestimmung wurde
nach Herstellerangaben durchgefihrt und ermdéglichte eine Konzentrations-
bestimmung im linearen Bereich der BSA-Eichgeraden von 1-10 ug Protein/ml.
Analog wurde fur die zu bestimmende Probenldsung verfahren und eine
Standardreihe (0 pl, 2,5 pl, 5 pl, 20 pl, 15 pl und 20 pl) angesetzt. Zur Auffullung
auf 20 pl wurde RIPA-Puffer verwendet. Anschliel3end wurden Kivetten mit einer
Losung aus je 800 pl Aqua bidest. und 200 ul Bradford-Reagenz befullt und die
BSA- und Probenlésungen zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 min
wurde bei einer Wellenlange von A= 595 nm das Absorptionsmaximum
gemessen und der Proteingehalt Gber die BSA-Standardkurve errechnet. Dabei

wurde von 3 gleichbehandelten Proben der Mittelwert bestimmit.

3.2.5.3 SDS-PAGE

Die SDS-Page (engl. fir sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis) wurde nach Laemmli (1970) durchgefihrt.

Zunachst wurden Polyacrylamidgele hergestellt. Die Glasplatten, zwischen denen
das Gel gegossen wurde, mussten mit 96 % EtOH gereinigt und in den
Gelgielsrahmen eingespannt werden. Dann wurde das Trenngel mit einer Pipette
zwischen die Glasscheiben gegeben und mit 500 ul Aqua bidest. Uberschichtet um
eine glatte Trennschicht zu erhalten. AnschlieRend polymerisierte das Gel 30 min
aus. Nach dieser Zeit wurde das Wasser entfernt, durch das Sammelgel ersetzt
und der Probenkamm eingefuhrt. Dieser konnte nach weiteren 30 min entfernt
werden, so dass Probentaschen (Slots) entstanden. Die Proteinproben wurden
nun im Verhaltnis 5:1 mit einem Probenpuffer (5fach Laemmlipuffer) versetzt. Fur
jeden Slot sollten 20 ul Proteinlésung zu Verfiigung stehen. Die L6ésung wurde 5
min durch Erhitzung denaturiert und anschlie3end auf Eis gestellt. Nun wurden die

Gele in die Elektrophoreseapparatur eingespannt. Die auf3ere und innere Kammer
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der Zelle wurde mit je der gleichen Menge Laufpuffer (1fach Laemmlipuffer)
beflllt. Der Flussigkeitsspiegel der aul3eren Kammer betrug ca. 2 cm, die innere
Kammer war bis zum oberen Rand befullt. Nach Durchspilung der Probentaschen
mit Probenpuffer konnten die Proteinlésungen eingeflllt werden. Der erste Slot
enthielt den Molekulargewichtsmarker. Die Auftrennung erfolgte bei 180 V,
150 mA und 55 min.

3.2.5.4 Western Blot

Nach dem Lauf wurden die Gele ohne Verzdgerung aus der Apparatur

entnommen und nach dem Semidry-Blot-System ,geblottet".

Das Sammelgel wurde abgeschnitten. Dann wurden je zwei dicke und dinne
Filterpapiere fur die GelgroRe zurechtgeschnitten und zusammen mit der
Nitrocellulose-Membran in Semidry-Transfer-Puffer 2—3 min eingeweicht. Die
Schutzfolien der Nitrocellulose-Membran konnten jetzt abgelost werden. Das Gel
musste ebenfalls kurz mit Semidry-Transfer-Puffer gespult werden. ,Geblottet”
wurde bei 35 V und 150 mA fur 60 min.

Nach Ablauf der Zeit wurde eine unspezifische Proteinfarbung mit der
Farbelésung Ponceaurot in Essigsaure (0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsaure)
durchgeflihrt und nach 1 min mit Aqua dest. zur Entfarbung gespult. Nun wurden
die Lagen der Molekulargewichtsmarker zur besseren Orientierung mit einem
Bleistift nachgezeichnet. Anschlie3end wurde die Nitrozellulosemembran fur 1 h
bei Raumtemperatur in einem Blockierpuffer (Milchpulver, PBS-T) gegeben und
mit dem Primarantikbrper bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Verwendet wurden
monoklonale Antikdrper gegen Kvl1.2 aus der Maus (1: 200) sowie monoklonale
Antikorper gegen GAPDH aus der Maus als Positivkontrolle (1:10000).
Verdinnungsmedium war der Waschpuffer (Milchpulver, PBS-T). Am néachsten
Tag wurde die Membran dreimal je 10 min mit PBS-T gewaschen und mit dem
Sekundarantikdrper 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Sekundarantikdrper war
Anti-Maus-IgG aus der Ziege mit Peroxidase gekoppelt. Die Verdinnung (1:5000)
erfolgte mit Waschpuffer (Milchpulver, PBS-T) bei Vorverdinnung 1:1 mit Glycerol.
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Nach drei weiteren Waschvorgangen von jeweils 10 min in PBS-T wurde mit der

Entwicklung des Blots begonnen.

Unter Rotlicht wurde er mit 2 ml Elektrolumineszenz-L6sung (ECL-L6sung, je 1 ml
,Enhancer‘ und ,Developer‘) benetzt und fir 1-2 min inkubiert. Hiernach wurde
der Blot mit Zellstoff vorsichtig trocken gewischt und zwischen zwei transparente
Folien in eine Entwickler-Kassette eingelegt. Das erste Foto wurde fir 2 min
belichtet, jedes weitere je nach Ergebnis einige Minuten langer. AnschlieRend

wurde das Bild mit Entwickler und Fixierer entwickelt.

3.2.6 Auswertung
3.2.6.1 Bildanalyse
3.2.6.1.1 Lichtmikroskopische Auswertung

Die lichtmikroskopischen Farbungen wurden mit einer ZEISS Axiocam HRc des
Mikroskop Axiovert 200M (Carl Zeiss) und dem zugehdrigen Programm
Axiovision 3.1 bei einheitlichen Einstellungsparametern digital fotografiert. Es
wurden exemplarische Ubersichtsaufnahmen von Hippokampus in 100x und 200x
VergréfRerung sowie Detailaufnahmen der Molekularschicht in 400x Vergrof3erung
angefertigt. Anschlieend wurden die Aufnahmen mit Adobe Photoshop

bearbeitet.

3.2.6.1.2 Immunfluoreszenz-Auswertung

Zunachst wurden die Préparate durch das Axioskop 2 (HBO 100, Carl Zeiss) bei
einer Wellenlange von 370 nm fir DAPI betrachtet, um die Molekularschicht zu
detektieren. AnschlieBend konnte der Erfolg einer Cy3-Farbung bei einer
Wellenlange von 546 nm bewertet werden. Exemplarisch wurden mit der ZEISS
Axiocam HRc digitale Aufnahmen gemacht. Geeignete Gewebeschnitte wurden
markiert. Es war darauf zu achten die Belichtungszeit so kurz wie mdglich zu
halten. AnschlieRend konnten an einem konfokalen Laser-Scan-Microskop (LSM
Axiovert 100 Microsystem, Carl Zeiss) Aufnahmen der Molekularschicht gemacht

werden. Da die Intensitdten der Farbungen zwischen den verschiedenen
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Experimentreihen zum Teil deutlich voneinander abwichen, musste fiur jede
Experimentreihe zunachst allgemeingultige optimale Parameter fur Helligkeit,
Kontrast und Blende (,pinhole®) ermittelt werden. Damit konnte gewahrleistet
werden, dass alle Bilder einer Experimentreihe nach identischen Einstellungen
fotografiert wurden. Experimenttbergreifend wurde jedoch stets die Einstellung so
gewahlt, dass das aufgenommene Bild dem Durchschnitt von 8 Bildern entsprach

(,average“ = 8).

Um die richtige Lokalisation zu finden, war es notwendig, sich mit dem
entsprechenden Filter fir DAPI zu orientieren. Dann wurden von jedem
Gewebeschnitt jeweils drei Aufnahmen der Molekularschicht mit dem Filter fur Cy3
gemacht um die Variabilitdt gering zu halten. Die Anordnung dieser Aufnahmen

war wie folgt zu wahlen (siehe Abb. 6):

Zunachst wurde der Mittelpunkt M1 der Lange der angeschnittenen
Kornerzellschicht ermittelt. Auf dieser Ho6he wurde ein Bild Bl der
Molekularschicht aufgenommen. Nun wurde die Lange der beiden Strecken vom
Mittelpunkt bis zu den beiden Enden der Kornerzellschicht bestimmt. Auf der Hohe
der beiden Mittelpunkte M2 und M3 wurde nun die Bilder B2 und B3 der

Molekularschicht gemacht.
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Abb. 6: Methodische Anordnung der Bildanalyse.

Gezeigt ist eine Ubersichtsaufnahme des Gyrus dentatus einer 3 Tage (P3) alten Ratte (a). Dabei handelt
es sich um einen immunhistochemischen Nachweis von Kv1.2. Zu erkennen sind Hilus (Hil),
Koérnerzellschicht (KZS) und Molekularschicht (MS). Im gleichen Bild wie in a wurde eine exemplarische
Lokalisation der Aufnahmen eingezeichnet (b). Zunachst wurde die Lange der Kornerzellschicht
abgeschatzt (durchgehende schwarze Linie) und deren Mittelpunkt M1 bestimmt. Dieser Punkt teilt die
KZS in zwei Héalften. Nun wurden die Mittelpunkte M2 und M3 der beiden Halften bestimmt. Die
Aufnahmen B1-B3 wurden nun in der Molekularschicht gemacht, und zwar jeweils auf Héhe der
bestimmten Mittelpunkte M1-M3. Die tatsachliche Farbung zum Zeitpunkt dieses Arbeitsschrittes war
eine Cy3-Farbung. Farbung: DAB. VergréRerung: 200x.

Die aufgenommen Bilder wurden nun in Bezug auf Farbintensitdt und Helligkeit
der mittleren Molekularschicht quantitativ ausgewertet (siehe Abb. 7). Das
Programm Openlab 3.1.5 (Improvision) wies einem definierten Bereich hinsichtlich
beider Parameter einen absoluten Zahlenwert zu. Je heller der Bereich war, desto
hoher war der Zahlenwert. Das bedeutet, je ausgepragter die Immunreaktivitat
(Proteinexpression), desto hoher ist der Wert. Um subjektive Einflisse noch weiter
zu verringern, wurden auf jedem Bild 5 Felder der definierten Gréf3e 30 x 30 Pixel
markiert. Insgesamt wurden also von jedem Schnittpraparat 15 Felder a 30 x 30
Pixel analysiert. Openlab legte dann automatisch eine Excel-Tabelle an, in der
nach Intensitat der 15 Felder ein summierter absoluter Zahlenwert berechnet

wurde.



Material und Methoden

Abb. 7: Auswertungsbereiche fir die Bearbeitung mit dem Programm Openlab.

Bei dem Bild handelt es sich um eine Aufnahme Cy3-markierter Kv1.2-Kandle im Gyrus dentatus mit dem
LSM in 400x VergroRerung. Zu erkennen sind Koérnerzellschicht (KZS), innere Molekularschicht (iMS),
mittlere Molekularschicht (mMS) und &uRere Molekularschicht (&MS). Der Nachweis prasynaptisch
lokalisierter Kv1.2-Kanéle erfolgte in der mittleren Molekularschicht. In jeder Aufnahme wurden 5 Felder
der definierten GroRRe 30 x 30 Pixel markiert und deren Intensitat bzw. Helligkeit ausgewertet.

3.2.6.1.3 Western Blot-Auswertung

Die Bildanalyse der Western Blots erfolgte mit dem Bildverarbeitungsprogramm
ImageJ Vers. 1.43f (Abramoff et al. 2004). Um die Bilder quantitativ auszuwerten
mussten sie zunachst als TIFF-Format eingescannt werden. Die Software
berechnete Uber ein Dichteverteilungsdiagramm die Grau-Intensitat der
untersuchten Protein-Bande und gab sie als absoluten Zahlenwert aus. Anders als
bei der immunhistochemischen Analyse, wo einzelne Kulturen untersucht wurden
(n = 1: eine Kultur), spiegelt dieser Wert die Kv1.2-Expression in mehreren (3-5)
von einer Membran gesammelten Kulturen wieder (n = 1: alle Kulturen von einer
Membran; siehe auch 3.2.5.1). Zur Normalisierung wurde dieser Wert durch den

korrespondierenden Wert der GAPDH-Bande geteilt.
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3.2.6.2 Statistik

Far die immunhistochemischen Versuche zur aktivititsabh&ngigen Regulation
wurden die Gewebekulturen fur einen ,paired t-test® verblindet. Dieses geschah
durch Zuweisung der Buchstaben ,A“ oder ,B“, ohne dass die Bedeutung dieser
Buchstaben dem Experimentator bekannt war. D.h. die experimentelle
Behandlung der Kultur wurde mir erst nach Abschluss der Auswertung bekannt

gegeben. Fiur die Western Blots wurde ein ,unpaired t-test” angewendet.

Die statistische Auswertung erfolgte dann mit Hilfe von Excel und Graph Pad

Prism.

Fur die Auswertung wurden zuerst alle Einzelmesswerte aus einer Kultur addiert
und ein Durchschnittswert berechnet. Die Durchschnittswerte aus den Kulturen
derselben Behandlungsgruppe (Kainsaure, TTX oder unbehandelt) wurden dann
in eine Excel-Tabelle Gbertragen und Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD),
Standardfehler (SE) und Irrtumswahrscheinlichkeit (p) berechnet. Der Mittelwert
der unbehandelten Kontrollkulturen wurde als 100 % angesetzt. Die Werte der
Kainsédure- bzw. TTX-behandelten Kulturen wurden als % von der Kontrolle

angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Altersabhangige Expression von Kv1.2 in der

Molekularschicht

Zur Beantwortung der eingangs genannten Fragestellung fihrte ich zuerst eine
Entwicklungsstudie zur Expression von Kv1.2 in der Molekularschicht des Gyrus
dentatus der Ratte durch. In der mittleren Molekularschicht (mMS) des Gyrus
dentatus terminieren diejenigen Fasern des Tractus perforans, die dem medialen
entorhinalen Kortex entspringen (Wang et al. 1994, Maletic-Savatic et al. 1995,
Veh et al. 1995, Cooper et al. 1998).

Untersucht wurden die Altersstufen P10, P17 und P50. In den
Ubersichtsaufnahmen konnte man den Gyrus dentatus und das Cornu ammonis
mit seinen Anteilen CA1-CA4 gut erkennen. Der entorhinale Kortex mit dem
medialen und lateralen Anteil war ebenfalls meist eindeutig vom Gyrus dentatus
zu unterscheiden, da die trennende Fissura hippocampalis sehr prominent

erschien.

Schon bei geringer VergréRerung war es moglich Kornerzellschicht und
Molekularschicht voneinander abzugrenzen, da der Farbkontrast sehr grof3 war.
Abhangig vom Alter der Ratte fand man eine besonders stark ausgepragte
Immunreaktivitat von Kv1.2 in der mittleren Molekularschicht (mMS), wéahrend man
in der angrenzenden auferen und inneren Molekularschicht (&MS, IMS) eine
deutlich geringere Protein-Expression registrierte.  Wenn man nun die
Expressionsstarke im Laufe der Entwicklung betrachtete, konnte man erkennen,
dass die Immunreaktivitat auf Kv1.2 in der mMS zunahm (Abb. 8a—f). Man kann
daher annehmen, dass eine entwicklungsrelevante Expressionszunahme von
Kv1.2 innerhalb der Molekularschicht lediglich im unmittelbaren Bereich der
Tractus perforans-Kdrnerzell-Synapse auftritt. Beteiligt sind nur Neurone des
Tractus perforans, die aus dem medialen Anteil des entorhinalen Kortex

projizieren.

Die Kornerzellschicht und CA3 hingegen erschienen nur gering gefarbt. Im
Vergleich zum ubrigen Hippokampus-Gewebe wurde hier sogar auffallig wenig
Kv1.2 exprimiert. Diese Beobachtung scheint entwicklungsunabhéngig zu sein.
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Abb. 8: Entwicklungs- und lokalisationsabhangige Expression von Kv1.2-Kanalen im

hippokampalen Gyrus dentatus (GD).

Die Immunreaktivitdt in der mittleren Molekularschicht (mMMS) nimmt mit zunehmendem Alter zu.
Gezeigt sind Frontalschnitte durch den Gyrus dentatus (GD) einer Ratte. Aufgrund nur geringer
Expression kann man bei P10 die mMS kaum abgrenzen (a, b). Bei P17 (c, d) und noch stéarker bei P50
(e, f) kann eine deutlich erh6hte Immunreaktivitdt beobachtet werden. In der Kdérnerzellschicht (KZS) ist
im Gegensatz zur Molekularschicht (MS) keine Expression von Kv1.2 zu beobachten (b, d und f zeigen
héher vergréRerte Ausschnitte von a, ¢ und e; Pfeile von b, d und f zeigen auf die mittlere
Molekularschicht). Farbungen: DAB. Vergro3erungen: a, c, e 200x; b, d, f 400x.
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4.2 Altersabhangige Expression von Kvp2 in der

Molekularschicht

Analog zu den Ergebnissen fur Kv1.2 konnte auch fur die KvB2-Untereinheit
dieses Kanals gezeigt werden, dass die Expressionsdichte in gleicher Weise
entwicklungsabhangig war (Abb. 9). Im Verlauf der Altersstufen P10, P17 und P50
konnte eine deutliche Zunahme der Immunreaktivitat auf die KvB2-Untereinheit
beobachtet werden. Die zytoplasmatische KvB2-Untereinheit ist wichtig fur den
axonalen Transport der Poren-bildenden Kv1.2-a-Untereinheit (Campomanes et
al. 2002). Es fallt auf, dass sich wie auch bei Kv1.2 die Expression relativ streng
auf die mMS beschrankt hat, also auch hier auf den unmittelbaren Bereich der

Tractus perforans-Kornerzell-Synapse.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass eine entwicklungsabhangige
Expressionszunahme der Kvp2-Untereinheit auch in der Kérnerzellschicht des
Gyrus dentatus und in CA3 zu finden war. Dieses steht im Widerspruch zu
friheren Untersuchungen von Rhodes et al. (1997), bei denen keine
Immunreaktivitdt gefunden werden konnte. Anders also als bei Kv1.2 konnte in
diesen beiden Regionen eine besonders ausgepragte Expression gefunden
werden. Besonders in der frihen Entwicklungsphase (P10-P17) konnte eine

Expressionszunahme gezeigt werden (Abb. 9 a—d).



Ergebnisse

Abb. 9: Entwicklungs- und lokalisationsabéngige Expression der Kvp2-Untereinheit im
hippokampalen Gyrus dentatus (GD).

Gezeigt sind Frontalschnitte durch den Gyrus dentatus von Ratten der Alterstufe P10, P17 und P50.
Vergleichbar zu den Ergebnissen fur Kvl.2 war bei P10 kaum Immunreaktivitat fur KvB2 in der
Molekularschicht (MS) zu erkennen (a, b). Die Immunreaktivitat nahm jedoch — wie bei Kv1.2 — mit dem
Alter (c—f) deutlich zu (Pfeile zeigen auf die mittlere Molekularschicht; b, d und f zeigen héher vergroRRerte
Ausschnitte aus a, ¢ und e). Im Gegensatz zu Kv1.2 war eine Expression von KvB2 nicht auf die
Molekularschicht beschrankt. Starke Immunreaktivitat fand sich auch in der Kérnerzellschicht (KZS) des
Gyrus dentatus sowie in der CA3-Region. Farbungen: DAB. VergroRerungen: a, c, e 200x; b, d, f 400x.
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4.3 Vergleich der entwicklungsabhéangigen Expression von
Kv1.2/Kv32 und HCN1

Um die Expression von Kv1.2 und KvB2 in der Molekularschicht mit der
Expression von HCN1 zu korrelieren, wurden an Schnitten derselben Tiere (P10,
P17 und P50) auch die Expression von HCN1 untersucht (Abb. 10a-d). Der
prasynaptisch lokalisierte HCN1-Kanal hat im Vergleich zum hyperpolarisierenden

Kanal Kv1.2 depolarisierende Eigenschaften.

In der untersuchten Region erschien die Immunreaktivitat in der mMS deutlich
prominenter als in der aMS und iMS. Ahnlich wie von Bender et al. (2007)
beschrieben, zeigte HCN1 einen zu Kv1.2 und der KvpB2-Untereinheit

gegenlaufigen entwicklungsabhéngigen Expressionsverlauf.

Eine leichte Expression von HCN1 fand sich — allerdings nur bei jungen Tieren —

auch in der Kérnerzellschicht.
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Abb. 10: Entwicklungs- und lokalisationsabangige Expression von HCN1 im hippokampalen
Gyrus dentatus (GD).

Gezeigt sind Frontalschnitte durch den Gyrus dentatus von Ratten der Altersstufen P17 und P50 jeweils
in einer Ubersichtsaufnahme und in einer Detailaufnahme. Im Gegensatz zu Kv1.2 und der Kvp2-
Untereinheit nahm die Immunreaktivitdt von HCN1 entwicklungsabhéngig ab. Wahrend man bei P17 (a,
b) eine intensive Farbung der mittleren Molekularschicht (b, Pfeil) erkennen konnte, war die mML (d,
Pfeil) bei P50 (c, d) kaum noch detektierbar. Farbungen: DAB. Vergré3erungen: a, ¢ 200x; b, d 400x.

4.4 Etablierung eines in vitro-Modells

4.4.1 Kvl1l.2-Expression: Vergleich in vivo/in vitro und prasynaptische

Lokalisation

Um die Regulation der Kvl1.2-Expression experimentell untersuchen zu kénnen
wurde ein Gewebekultur-Modell etabliert. Dazu wurde zuerst Uberprift, ob das

Expressionsmuster in vitro dem in vivo entsprach.

Auch fur das Gewebekultur-Modell konnte gezeigt werden, dass Kv1.2 in der

mMS, also im Bereich der Tractus perforans-Kornerzell-Synapse, besonders stark
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exprimiert wurde (Abb. 11a, b). Es konnte somit fur die weiteren Untersuchungen

als geeignet angesehen werden.

Um die genaue Lokalisation von Kv1.2 innerhalb der Tractus perforans-Kornerzell-
Synapse zu untersuchen (also pra- oder postsynaptisch) wurde ein
Deafferenzierungs-Versuch durchgefihrt. In der Nativkultur konnte nach 14 Tagen
in vitro ein immunhistochemisches Band in der mMS gezeigt werden (Abb. 11a,
b). Nach 12 Tagen in vitro wurden nun alle ankommenden Afferenzen aus dem
entorhinalen Kortex durchtrennt. Zwei Tage nach Deafferenzierung konnte ein
Verlust des Bandes in der mMS beobachtet werden (Abb. 11c, d). Die vollstandige
Integritat des Tractus perforans scheint somit eine wichtige Voraussetzung zu sein
Kv1l.2 in der Tractus perforans-Kornerzell-Synapse zu exprimieren. Weiterhin
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der Kanal seinen Ursprung in Neuronen
des Tractus perforans hat und somit prasynaptisch lokalisiert ist. Zur Bestéatigung
dieser Annahme kodnnten elektronenmikroskopische Untersuchungen hilfreich

sein.
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Abb. 11: Immunhistochemischer Nachweis der prasynaptischen Lokalisation von Kv1.2.

Gezeigt sind Frontalschnitte durch den Hippokampus von Ratten. In den Ubersichtsaufnahmen (a, c)
sind Gyrus dentatus (GD) und das Ammonshorn mit der Region CA3 zu erkennen. Wahrend man bei
einem nativen Hippokampus mit entorhinalem Kortex (EK) eine deutliche Immunreaktivitat in der
Molekularschicht (MS) fand (a, b), schwachte sich die Kvl.2-Expression nach Entfernung des
entorhinalen Kortex (Deafferenzierung) ab (c, d). Die Pfeile zeigen auf die MS. Innen liegt die
Kdérnerzellschicht (KZS) an. Farbungen: DAB. VergrofRerungen: a, ¢ 100x; b, d 400x.

4.4.2 Modulation neuronaler Aktivitat

Fur die Etablierung des in vitro-Systems wurde weiterhin neuronale Aktivitat
in vitro erzeugt. Anhand der Expression von c-Fos konnte die neuronale Aktivitat
dargestellt werden. C-Fos gehort zu der Gruppe der fruhen Gene (,immediate
early genes®) und zeigt als etablierter Marker frihe neuronale Aktivitat an (Bullitt
1990).

Als Exzitotoxin wurde Kainsaure verwendet, als Inhibitor neuronaler Aktivitat der
Natrium-Kanal-Blocker Tetrodotoxin (TTX). Die Untersuchungen mit Kainséure
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ergaben im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine deutliche Zunahme der c-
Fos-Expression (Abb. 12a, b).

Um den inhibierenden Effekt von TTX zu Uberprifen, wurde die neuronale Aktivitat
mit Kainsaure stimuliert, gleichzeitig jedoch TTX zugegeben. Dies fuhrte zu einer
deutlich reduzierten Expression von cFos in Gyrus dentatus und CA3-Region
(Abb. 12c). Ein Effekt von TTX auf die Aktivitat in unbehandelten Kulturen konnte
nicht nachgewiesen werden, da in diesen die Uber cFos darstellbare Grundaktivitat

nur sehr gering war.

GD GD

CA3

..‘»d_

Kontrolle

Abb. 12: Induktion/Inhibition von neuronaler Aktivitat in vitro mit Kainsaure/TTX

Gezeigt sind Frontalschnitte durch den Gyrus dentatus von Ratten. Zum Nachweis neuronaler Aktivitét
wurde die c-Fos-Expression dargestellt (a—c). Nach Inkubation mit Kainsdure (b) nahm die Aktivitat in
Gyrus dentatus (GD) und CA3 deutlich zu. Nach Inkubation mit Kainsédure und gleichzeitiger
Aktivitatsinhibition mit TTX (c) war die Immunreaktivitat im Vergleich zur Kainsaure-behandelten Kultur (b)
deutlich reduziert. Farbungen: DAB. Vergré3erungen: 100x.

4.5 Aktivitatsabhangige Veranderungen der Kv1.2 Expression in

der Molekularschicht in vitro

45.1 Immunhistochemie: Aktivitatsmodulation mittels Kainsaure/TTX

Zur quantitativen Untersuchung der Kvl1.2-Expression nach Induktion und
Inhibition neuronaler Aktivitat wurde an den stimulierten bzw. inhibierten
Gewebekulturen eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt (siehe Abb. 13a-c).

Die Starke des Fluoreszenzsignals korreliert mit der Immunreaktivitat von Kv1.2.
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Die graphische Auswertung ergab, dass die Immunreaktivitat nach Kainsaure-
Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100 %) im Mittel 110 %
betrug (n = 22, SE = 8,3 %, p = 0,32; siehe Abb. 13d).

Die entsprechenden Ergebnisse nach Aktivitatsinhibition mit TTX tberraschten. So
war die Immunreaktivitat noch ausgepragter. In Bezug auf die unbehandelte
Kontrollkultur (100 %) war sie um 33 % erhoht (n = 18, SE = 18,9 %, p = 0,108;
siehe Abb. 13e). Zwar konnten die Auswertungen beider Versuchsreihen keine

statistische Signifikanz zeigen, es war jedoch ein deutlicher Trend zu erkennen.
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Abb. 13: Veranderungen der Kv1.2-Expression nach Aktivitatsmodulation (Immunhistochemie).

Gezeigt ist die Immunreaktivitdt von Kv1.2 nach Veradnderung der neuronalen Aktivitat (a, b und c). Man
erkennt die Molekularschicht (MS), Koérnerzellschicht (KZS) und den Hilus (Hil). Der Pfeil zeigt jeweils auf
die mittlere Molekularschicht, in der Kv1.2 prasynaptisch exprimiert wird. Im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollkultur (a) konnte eine erhdhte Immunreaktivitdt nach Aktivitdtsinduktion mittels Kainsaure (b)
beobachtet werden. Uberraschender Weise zeigte sich nach Aktivitaitshemmung durch TTX ebenfalls eine
erhdhte Immunreaktivat (c).

Die statistische Auswertung zeigt, dass die Immunreaktivitat nach Behandlung mit Kainséure (d) im
Vergleich zur unbehandelten Schwesterkultur (100 %) um 10 % anstieg (n = 22, SE = 8,3, p = 0,32). Nach
Hemmung der neuronalen Aktivitat durch TTX (e) stieg die Expression von Kv1.2 im Mittel um 33 % an
(n =18, SE = 18,9 %, p = 0,108).
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45.2 Western Blot: Aktivitatsmodulation mittels Kainsaure/TTX

Als Alternativmethode fir einen quantitativen Nachweis wurden Western Blots
angefertigt um die Beobachtungen der immunhistochemischen Farbungen zu

verifizieren (siehe Abb. 14a).

Untersuchungen zur Immunreaktivitat nach Behandlung der Gewebekultur mit
dem Exzitotoxin Kainsaure bestétigten den gefunden Trend. Die Auswertung der
Proteinbanden zeigte gegenuber der Kontrollkultur (100%) einen mittleren
Proteingehalt von 120 % (n =5, SE = 49,8 %, p = 0,74; siehe Abb. 14b).

Die angefertigten Western Blots fur die mit TTX behandelten Kulturen konnten
ebenfalls die Ergebnisse der immunhistochemischen Versuche bestatigen. Bei
einem als 100 % gesetzten Proteingehalt der unbehandelten Schwesterkultur
wurde nach Inhibition durch TTX ein mittlerer Proteingehalt von 115 % gefunden
(n=5, SE = 28,8 %, p = 0,25; siehe Abb. 14c).

Die Bestatigung der Ergebnisse aus den immunhistochemischen Farbungen durch
die Alternativmethode Western Blot lasst somit die Vermutung zu, dass trotz
fehlender Signifikanz sowohl Kainsdure-induzierte Zunahme als auch TTX-
inhibierte Abnahme der neuronalen Aktivitéat positiv mit der Expressionsdichte von

Kv1.2 korrelieren.
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Abb. 14: Veranderungen der Kv1.2-Expression nach Aktivitatsmodulation (Western Blot).
Gezeigt ist ein Western Blot, bei dem Kv1.2 detektiert wurde (a). Als Proteinproben wurden unbehandelte,
Kainsaure- und TTX-behandelte organotypische Gewebekulturen (Kontrolle, Ka, TTX) verwendet. Kv1.2
bildet eine Bande bei 80 kDa. Als Positivkontrolle wurde GAPDH verwendet. Die graphische Analyse mit
dem Programm ImageJ ermdglichte eine quantitative Auswertung (b, c). Kainsdure (b) erhdhte den
Proteingehalt von Kv1.2 um 20 % (n = 5, SE = 49,8 %, p = 0,74). Nach Aktivitatsinhibition mit TTX (c)
konnte eine Zunahme von 15 % beobachtet werden (n = 5, SE = 28,8 %, p = 0,25).
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5 Diskussion

5.1 Entwicklungsabhangige Expression von lonenkanéalen im

Tractus perforans der Ratte

In der vorliegenden Arbeit wurde der Entwicklungsverlauf der Expression
prasynaptischer lonenkandle im  Tractus perforans untersucht. Die
Untersuchungen bestatigen die Ergebnisse von Bender et al. (2007), dass die
Expression prasynaptisch lokalisierter HCN1-Kanale im Tractus perforans
entwicklungsabhangig abnimmt. Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die
Expression von Kv1.2 und der KvB2-Untereinheit entwicklungsabhangig zunimmt.
Man beobachtet hier also einen inversen Zeitverlauf der Expression, die auf eine
funktionelle Kopplung beider Kanaltypen hinweisen konnte. In Bezug auf die
synaptische Aktivitatsrate kénnte man, unter Beriicksichtigung der elektrischen
Eigenschaften beider Kanédle (HCN1 depolarisiert, Kv1.2 hyperpolarisiert), zu dem
Schluss kommen, dass es im Laufe der Entwicklung zu einer Hyperpolarisation
der Axonterminalen des Tractus perforans kommt. Eine mégliche Bedeutung der
Hyperpolarisation ware eine erhdhte elektrische Stabilitdit der Synapsen; d.h.
Jreife® Synapsen haben weniger, dafiir selektivere Aktionspotenziale. Noch
zunreife® (d.h. neu gebildete) Synapsen hingegen ,feuern Aktionspotenziale eher
leichter und unspezifischer. Ein moglicher Zusammenhang kénnte mit der
Ausbildung von Synapsen zu neugebildeten Kornerzellen bestehen. Diese werden
lebenslang gebildet (Kempermann und Gage 2000, Cameron und McKay 2001).
So findet man insbesondere bei jungen Ratten (P3-P10) eine hohe Neubildung
von Kornerzellen, die jedoch mit zunehmender Lebensdauer der Ratten abnimmit,
niemals jedoch komplett eingestallt wird (Altman und Bayer 1990). Moglicherweise
spielen bei der Etablierung von Synapsen an Kodrnerzellen unterschiedlicher

Entwicklungsstadien HCN1- und Kv1.2-Kanéle eine wichtige Rolle.

Fur die Regulation der subzellularen Lokalisation von Kanalen der Kaliumkanal-
Superfamilie ist weiterhin die Expression spezifischer B-Untereinheiten von
Bedeutung (Trimmer und Rhodes 2004). Fur Kvl1.2-Kanéle sind zwei solcher
B-Untereinheiten bekannt: KvB1 und Kvp2. Wahrend flr KvB1 vorwiegend eine
Regulation der Kanalkinetik gezeigt wurde (Falk et al. 2003), konnte fur die Kv32-

Untereinheit eine Beteiligung am axonalen Transport der Kvl1.2-Kanale
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nachgewiesen werden (Campomanes et al. 2002). Die Interaktion zwischen Kv1.2
und KvB2 findet dabei bereits im endoplasmatischen Retikulum statt (Shi et al.
1994, Nagaya und Papazian 1997, Campomanes et al. 2002), wo eine Verbindung
mit dem Mikrotubulisystem der Zelle festgelegt wird, die den axonalen Transport
einleitet (Gu et al. 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im
Einklang mit diesen Befunden, da die Expression von Kvp2 entwicklungsabhangig
mit der Expression von Kv1.2 stark korrelierte. Interessanterweise zeigt Kv31 eine
gegenlaufige Expression. Die Expression dieser Untereinheit ist bei Geburt hoch

und nimmt dann ab (Downen et al. 1999).

5.2 Entwickungsabhangige Expression kennzeichnet

trisynaptischen Schaltkreis

Der Tractus perforans ist Teil eines trisynaptischen Schaltkreises
(Blackstad et al. 1970, Andersen et al. 1971), in dem sensorische Informationen
aufbereitet werden. Der Tractus perforans hat als 1. Neuron seinen Ursprung im
entorhinalen Kortex und projiziert in der Molekularschicht auf die Kérnerzellen. Die
Kdrnerzellen projizieren als 2. Neuron Uber die Moosfasern auf Pyramidenzellen in
der Region CA3. Diese wiederum senden ihre Axone als Schaffer-Kollateralen
(3. Neuron) in die CAl1-Region und das Subiculum und von dort zurlick in den

entorhinalen Kortex.

Immunreaktivitat von Kv32 wurde aufierhalb der Molekularschicht auch noch in
der KZS und in CA3 gefunden. Somit ergeben sich Hinweise, dass die
entwicklungsabhangige Expression des Proteins nicht nur charakteristisch fir die
Tractus perforans-Kornerzell-Synapse ist, sondern als allgemeine Beobachtung
innerhalb des trisynaptischen Schaltkreises bewertet werden kann. Die Kv1.2-
Expression war im Gegensatz zur Expression von KvB2 allerdings auf die
Terminationszone des Tractus perforans im Gyrus dentatus und in CAl
beschrankt, wahrend fur Kv32 auch eine Expression in den Kornerzellen und in
CA3-Pyramidenzellen beobachtet wurde. Dies deutet darauf hin, dass Kv32 auch
noch mit anderen Kanélen der Kvl-Familie interagiert, die in diesen Neuronen

speziell exprimiert werden (z. B. Kv1.4; Cooper et al. 1998).
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5.3 Regulation der Kv1.2-Expression durch neuronale Aktivitat

Weiterhin wurden in der vorliegenden Arbeit Regulationsmechanismen der Kv1.2-
Expression im Tractus perforans untersucht. Ein naheliegender Mechanismus ist
die Regulation durch neuronale Aktivitat. So konnten Drakew et al. (1999) in
Gewebekulturen zeigen, dass Tractus perforans-Kornerzell-Synapsen nur
mangelhaft ausgebildet werden, wenn die neuronale Aktivitat durch TTX blockiert
wird. Die Ausbildung dieser Synapsen scheint also mit der Regulation der
synaptischen Aktivitat zu korrelieren. Ubereinstimmend mit dieser Hypothese
konnten Bender et al. (2007) zeigen, dass TTX die Expression von HCN1 in den
Axonterminalen des Tractus perforans beeinflusst. Die Expression dieser Kanéle
war nach Aktivitatsblockade erhoht, was auf eine Depolarisierung des
Membranpotenzials hindeutet, moglicherweise als Gegenreaktion zur TTX-
Wirkung. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auch auf eine Regulation
der axonalen Kv1.2-Expression durch neuronale Aktivitat hin.

Neuronale Aktivitdt wurde in Untersuchungen dieser Arbeit durch die Applikation
von Kainsdure induziert. In Parallelversuchen wurde in der Gewebekultur
vorhandene neuronale Aktivitdt durch TTX gehemmt. Die Applikation von
Kainsdure wurde auf die Dauer von 3 h beschrénkt, um toxische Effekte zu
vermeiden (Liu et al. 2001, Richichi et al. 2008). TTX wurde hingegen fir die
Dauer von 24 h appliziert, da bei der verwendeten Konzentration keine toxischen
Effekte zu beflrchten sind (Bender et al. 2007). 24 h nach Applikation von TTX
oder Kainsaure wurden die Gewebekulturen hinsichtlich der Kvl1.2-Expression
untersucht. Durch diesen frihen Zeitpunkt wurde sichergestellt, dass nur
Veréanderungen des axonalen Transports (also posttranslational) und keine
Expressionsanderungen (pratranslational) fir eventuelle Unterschiede im

Vergleich zu den Kontrollen als Erklarung in Betracht kommen.

Die Ergebnisse der Kainsaure-Analysen zeigten einen nicht-signifikanten Trend zu
einer erhohten Kvl1.2-Expression, die im Einklang mit der Hypothese einer
Gegenregulation (vermehrte Kv1.2-Expression bewirkt Hyperpolarisation) steht.
Verbltffend waren die Ergebnisse nach Aktivitatsblockade durch TTX. Hier war die
Zunahme der Expression noch ausgepragter als nach Kainsaure-Applikation.

Dieses Ergebnis erscheint paradox, da man vermuten konnte, dass es
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gegenregulatorisch zu einer Anhebung des Ruhemembranpotenzials kommen
musste durch eine verminderte Expression von Kv1.2. Eine Erklarung konnte sein,
dass das TTX — obwohl in einer Dosis gegeben, die mehr als 95 % der
Aktionspotenziale blockiert (Denac et al. 2000, Bender et al. 2007) — nicht Uber die
vollen 24 h seine Wirkung entfalten konnte und die neuronale Aktivitat sich
regenerierte. Dadurch konnte es zu einem ,Rebound®-Effekt der Aktivitat, wie z.B.
von Turrigiano (2008) oder Echegoyen et al. (2007) beschrieben, gekommen sein.
Dieser zog eine erhdhte Kv-Expression in den Axonterminalen nach sich mit der
Folge einer elektrischen Stabilisierung im Sinne einer reifen Synapse (siehe
oben). Ein detaillierteres Verstandnis dieses ,paradoxen® Effekts erfordert jedoch
weitere Untersuchungen. Diese konnten analoge Versuche mit einem anderen
inhibierenden Toxin sein oder TTX in hoherer Konzentration. So wurde in Studien
von Grosse et al. (2000) eine Abnahme der Kv1.2-Expression in Neuronen des
Hippokampus beobachtet. Durchgefuhrt wurden diese Versuche allerdings nicht
wie hier mit 0,5 uM TTX sondern mit 1 pM TTX.

Auffallend war die Diskrepanz der Ergebnisse von Entwicklungsreihe und
Aktivitdtsmodulation. Wahrend man qualitativ eine sehr deutliche altersabhangige
Veranderung von Immunreaktivitdt beobachten konnte, waren die gquantitativen
Resultate nach Aktivitatsmodulation weniger eindeutig, d.h. statistisch nicht
signifikant. Eine mogliche Erklarung ware, dass neuronale Aktivitdt nicht der
einzige Entwicklungsfaktor ist. Vielmehr kénnte es sich um die Kombination aus

neuronaler Aktivitat und beispielsweise Genetik handeln.

5.4 Mdgliche synaptische Interaktionspartner von Kv1.2

Bei der Manipulation der neuronalen Aktivitat in beide Richtungen konnte eine
Tendenz beobachtet werden, dass der Kanal Kv1.2 verstarkt exprimiert wurde.
Dieses lieRe also die Uberlegung zu, dass neuronale Aktivitat grundsatzlich das
Expressionsmuster von  Kvl1.2 modulieren kann bzw. auf das
Expressionsverhalten Einfluss nehmen kann. Aussagen Uber eine direkte und
unmittelbare Abhangigkeit kdnnen aufgrund der Ergebnisse nicht sicher gemacht
werden. Zu bedenken ist weiterhin, dass andere bisher unbekannte Faktoren von

Bedeutung sein konnten. Denkbar waren neben elektrischer Aktivitat das
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Vorhandensein anderer vollig unbekannter Stimuli wie Milieudnderungen oder
auch Interaktionen mit anderen Proteinen, deren Expression sich durch elektrische
Aktivitat andert. Aufgrund der Komplexitat molekularer Mechanismen im Bereich
der Tractus perforans-Kornerzell-Synapse kommen mehrere Interaktionen in

Frage. Interaktionspartner kbnnen pra-, post- oder transsynaptisch lokalisiert sein.

Neue Befunde legen ganz neue Regulationsmechanismen der prasynaptischen
Expression von Kv1.2 Uber Interaktion mit postsynaptischen Partnern nahe. So
beschreiben Untersuchungen von Fukata et al. (2010) einen transsynaptischen
Proteinkomplex bestehend aus einem prasynaptischen Kaliumkanal und einem
postsynaptischen AMPA-Kanal. Dieser Komplex wird organisiert durch das
extrazellulare antiepileptogenen Protein LGI1 (leucine-rich glioma inactivated 1,
Fukata et al. 2010). LGI1 stabilisiert den Kaliumkanal durch eine Interaktion mit
KvB1 (Schulte et al. 2006).

Beteiligt an dieser Interaktion ist modglicherweise auch das postsynaptisch
lokalisierte Protein ADAM22 (A-Disintegrin-und Metalloproteinase). LGI1 konnte
als extrazellularer Ligand von ADAM22 identifiziert werden (Fukata et al. 2006).
Fir ADAM22 und Kv1.2 wurde bereits eine Koexpression gefunden ohne die
Kanaleigenschaften des Kaliumkanals zu veradndern (Ogawa et al. 2010). Zu
dieser Arbeit vergleichende Untersuchungen zur entwicklungsabhéngigen
Expression von ADAM22 ergaben, dass die Immunreaktivitat wie auch bei Kv1.2
und Kvp2 entwicklungsabhéngig zunimmt (Kohrs 2013).

Somit ergeben sich weitere Hinweise darauf, dass Kv1.2, Kv32, ADAM22 und
LGI1 einen transsynaptisschen Proteinkomplex bilden und einer gemeinsamen
entwicklungsabhangigen Regulation unterliegen, wobei LGI1 die

Signalibertragung im synaptischen Spalt gewahrleistet.

Ein weiterer moglicher prasynaptischer Interaktionspartner kénnte der
Dopaminrezeptor D2 sein. Kuirzlich wurde herausgefunden, dass die Dopamin-
Freisetzung insbesondere von Kv1.2 beeinflusst wird. So konnte fiir das Striatum
gezeigt werden, dass Kv1.2 mit dem prasynaptischen D2-Rezeptor interagiert
(Martel et al. 2011). Analog zu den hier gemachten Beobachtungen zur

Aktivitatsinduktion von Kv1.2 konnte in einer Arbeit von Tripathi et al. (2010)
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gezeigt werden, dass auch D2 nach Aktivitatsinduktion durch Kainsdure in
hippokampalen Neuronen verstarkt exprimiert wurde.

Auch bei der Langzeitpotenzierung (LTP) und Langzeitdepression (LTD) scheint
D2 eine bedeutende Rolle zu spielen. In einer Arbeit von Manahan-Vaughan und
Kulla (2003) konnte die LTP und LTD an der Tractus perforans-Kérnerzell-

Synapse dosisabhangig von D2-Rezeptor-Agonisten moduliert werden.

5.5 Deafferenzierung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Afferenzen der Tractus perforans-
Kdrnerzell-Synapse entfernt um Hinweise fur die genaue Lokalisation von Kv1.2
(prd- oder postsynaptisch) zu finden. Setzt man eine L&sion im entorhinalen
Kortex und provoziert eine Deafferenzierung, simuliert man aber auch einen
Pathomechanismus von Morbus Alzheimer (Geddes et al. 1985, Kahle et al. 1993,
Aubert et al. 1994, Peterson et al. 1994) und Temporallappenepilepsie
(Schousboe et al. 1993, Sloviter 1994). Nach Deafferenzierung konnte eine
verminderte Expression von Kv1.2 in der Molekularschicht beobachtet werden,
was als Hinweis fur die prasynaptische Lokalisierung gewertet werden konnte.
Wird dieser Versuch aber als Folge eines pathologischen Prozesses verstanden,
so kdonnte man annehmen, dass eine verminderte Expression Folge dieser
Erkrankungen ist. Mdgliche Symptome wie Senkung der Reizschwelle (Anhebung
des Ruhemebranpotenzials) bei einem Krampfanfall kdonnten so erklart werden.
Um diese Beobachtung zu verifizieren, missten weitere Untersuchungen folgen.
So kénnte man Uber eine Immunfuoreszenzfarbung die Immunreaktivitat von

Kv1.2 nach Deafferenzierung quantitativ auswerten.
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6 Zusammenfassung

In der mittleren Molekularschicht des Gyrus dentatus terminieren die Axone des
Tractus perforans, welche im medialen entorhinalen Kortex ihren Ursprung haben.

Hier findet man Kv1-Kanéle, die einer komplexen Regulation unterworfen sind.

Die vorliegende Arbeit untersucht in einer Entwicklungsreihe den zeitlichen Verlauf
der Expression von Kv1.2 und seiner fur den axonalen Transport essentiellen [3-
Untereinheit Kvf2 und vergleicht die Ergebnisse mit der entwicklungsabhéangigen

Expression von HCNL1.

Weiterhin wurde ein in vitro-System zur Untersuchung prasynaptischer Kv1.2-
Expression etabliert: Es wurde uUberpruft, ob neuronale Aktivitat in einer
organotypischen Gewebekultur durch Kainsaure und TTX moduliert werden kann.

Kainsaure induziert und TTX inhibiert neuronale Aktivitat.

Durch Deafferenzierung der Tractus perforans-Kérnerzell-Synapse wurde

untersucht, ob Kv1.2 pra- oder postsynaptisch lokalisiert ist.

SchlieBlich wurde mit immunhistochemischen Methoden untersucht, inwieweit
Kainsaure und TTX die Expression von Kvl1.2 beeinflussen. Die Ergebnisse

wurden durch Western Blots tberprft.

Die Untersuchungen ergaben, dass die Expression von Kv1.2 und KvB2 mit
zunehmendem Alter ansteigt. Die Expression von HCN1 hingegen nahm
entwicklungsabhangig ab, wie es bereits durch Arbeiten von Bender et al. (2007)
gezeigt wurde. Es konnte somit ein inverses Expressionverhalten zwischen beiden
Kanalen beobachtet werden. Diese Ergebnisse kdonnten von Bedeutung fir eine
sich entwickelnde synaptische Stabilitdt im Hippokampus sein. Es konnte
weiterhin ein geeignetes in vitro-System etabliert werden, in dem neuronale
Aktivitdat moduliert werden kann. Es gibt starke Hinweise darauf, dass Kvl.2
prasynaptisch lokalisiert ist. Die Immunreaktivitait von Kv1.2 nahm nach
Kainsauregabe zu. Uberraschender Weise hat sich die Immunreaktivitat nach
TTX-Gabe ebenfalls erhéht. Western Blots bestétigten diese (nicht signifikanten)
Beobachtungen. Neuronale Aktivitat scheint demnach die Expression von Kv1.2
zu beeinflussen und kann als einer von mdglichen Entwicklungsfaktoren

angenommen werden.
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