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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Funktion von lonenkandalen und ihre Modifikatidarch Transmitter, Toxine und neu
synthetisierte pharmakologische Substanzen stehetusammenhang mit der Entstehung
aber auch der Therapie multipler Erkrankungen. I®ol&toffe kbnnen die zellulare
Erregbarkeit durch Hemmung oder Potenzierung vaen&analen beeinflussen. Wahrend
eine Vielzahl an Stoffen hemmend auf Kv4-Kanalektyirst mit der Sulfonylharnstoff-
Verbindung NS5806 zum ersten Mal eine potenzier&wdestanz beschrieben worden. Es
wurde bereits gezeigt, dass NS5806 den Kv4-verteittdransienten kAuswartsstrom
kardialer Myozytenl() potenziert und seine Inaktivierung verlangsantciNnicht belegt
sind die Effekte von NS5806 im neuronalen Zusamraeghauf den Kv4-vermittelten
somatodendritischen A-Typ-Stroftsa).

In der vorliegenden Arbeit wurde mithilfe der Patclamp-Technik untersucht, wie sich
NS5806 auf denlsa kultivierter hippocampaler Neurone und auf unteisdliche
rekombinante Kv4-Kanalkomplexe auswirkt. Hierfur rden Experimente an Neuronen
aus neugeborenen Ratten und an Human Embryonicelli@HEK) 293-Zellen, welche
unterschiedliche Kv4-Kanalkomplexe exprimiertenyatgeftihrt. Durch 20 uM NS5806
wurde die Amplitude deslsa kultivierter hippocampaler Neurone reduziert, die
Inaktivierung verlangsamt, die Erholung von derkinaerung beschleunigt und die
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung zu negagiv@otenzialen verschoben.

Bei terndren Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-Komplexen kam es iGegenwart von
20 UM NS5806 zu einer deutlichen Potenzierung deon@amplitude und zu einer
deutlichen Verlangsamung der makroskopischen Iniakting, wohingegen es bei binéren
Kv4.2/DPP6-S-Komplexen zu einer NS5806-vermittelBerppression der Amplitude und
einer nur geringfigigen Verlangsamung der Inakiivig kam. NS5806 zeigte
vergleichbare Effekte auf den Wildtyp-Kanal und @iemporallappenepilepsie-assoziierte
Deletionsmutante Kv4.2-N587fsX1 im ternaren Komplexterndren Komplexen mit der
DPP6-E Splice-Variante, welche eine schnelle N-Thaktivierung vermittelt, zeigte sich
kaum ein Effekt von NS5806 auf Amplitude und Inaidrungskinetik.



Zusammenfassung

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit komnégnige neue Einblicke in den
Wirkmechanismus von NS5806 und seine Funktion disrmakologisches ,Tool*

gewonnen werden. Dartber hinaus zeigte sich engire@le potenziell antiepileptische

Wirksamkeit von NS5806.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Spannungsaktivierte lonenleitfahigkeiten in hipocampalen

Neuronen

In neuronalen Zellverbanden erfolgt die Modifikatiound Weiterleitung von
Informationen in Form von elektrischen und chemesclgignalen. Das Neuron nimmt
Uber seine baumartig verzweigten Dendriten erregeedzitatorische) und hemmende
(inhibierende)afferente Signale auf und bildet Uber die Zellmembran dem&o eine
Signalsumme. Uberschreitet die Signalsumme (resetd in einem bestimmten
Membranpotenzial) einen  Schwellenwert, entsteht a#xonhigel (Axon-
Initialsegment, AlS) des Somas d=terenteSignal in Form eines Aktionspotenzials (AP)
bzw. einer schnellen Abfolge (Salve) mehrerer AHs.neuronales AP ist gekennzeichnet
durch eine schnelle Aufstrichphase und eine sohrie#polarisierung und dauert meist
nicht langer als 1 ms. Auf das eigentliche AP folgbhdngig vom Zelltyp, oft eine
sogenannte Nachdepolarisation oder Nachhyperpalans Das AP breitet sich Gber das
Axon bis zu den synaptischen Endigungen aus und digint zur Transmitterausschuttung.
An den Synapsen wird die Information (Erregung odgmmung, abhangig vom
Transmitter und den postsynaptischen Rezeptorem) rEichsten Neuron weitergegeben
(Silbernagel & Despopoulos, 2003). Neben der Autbrg des APs entlang des Axons
findet auch eine retrograde Erregungsausbreitutigrendes Somas und der Dendriten
statt packpropagating Action Potentiah-AP). Das Zusammenspiel von synaptischer
Aktivitat und retrograder Erregungsausbreitungdist Grundlage fir assoziative Prozesse
und synaptische Plastizitat im Hippocampus, einativérband im Temporallappen, der
beim Lernen und der Gedachtnisbildung eine zentRddle spielt. Die Entstehung
neuronaler Signale und der elektrische Signalflnesuhen auf der raumlichen und

zeitlichen Summation von lonenleitfahigkeiten detl@embran.

Im Folgenden soll insbesondere auf die spannungsakén lonenleitfahigkeiten
hippocampaler Neurone naher eingegangen werden (Abbie neuronale Zellmembran

kann durch den Einfluss eines erregenden Neuraohitiess, wie Glutamat,
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Abbildung 1: lonenstrome hippocampaler Neurone am Bispiel einer CA1-Pyramidenzelle.

Lokalisation und Verteilung der lonenstrdme in déampartimenten einer CAl-Pyramidenzelle mit beisméker
Morphologie. Schematische Patch-Pipetten zeigeh akalisation der einzelnen Kompartimente (modéizinach Beck
& Yaari 2008).

depolarisiert werden. Nach Uberschreiten einesrbagen Schwellenpotenzials kommt es
zu einem NaEinwartsstrom Iga), vermittelt durch spannungsabhéngige™ N&lav)-
Kanale. Die Nav-Kanéle sind Gberwiegend im SomaAi® und im Ranvier-Schnrring
lokalisiert. Durch Integration synaptischer Signdddden sie die Grundlage fir die
Entstehung eines APs und dessen Fortleitung iDdreriten (Abb. 1; Baranauskas, 2007;
Vacheret al, 2008).

Es existieren eine Reihe verschiedenérLKitfahigkeiten in hippocampalen Neuronen
(Abb. 1). Der K-Auswartsstrom wirkt der neuronalen Erregung erggegder fihrt zu
einer Repolarisation der Membran nach einem AP. im&rschwellig aktivierenden
Strome Isa (Subthreshold Activatingpder Somatodendritischer A-Typ-Strom) uihsl
(Delay currentbzw. Dendrotoxin-sensitiver 'KStrom) verzégern die Entstehung eines
APs. Derlsa ist ein schnell aktivierender und inaktivierend&rom, vermittelt durch
spannungsabhangige” KKv)-Kanale aus der Kv4-Unterfamilie. Seine Diclmienmt mit
der Entfernung vom Soma zu (Abb. 1; Hoffmetnal,, 1997; Jernget al, 2004). Derlp
inaktiviert langsam und erholt sich langsam von ldektivierung. Er ist vorwiegend am
AIS lokalisiert und wird durch Kvl1-Kanale vermitt¢Abb. 1; Storm, 1990; Beck & Yaari,

9
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2008). Der Delayed-RectifierK*™-Strom (pr) aktiviert wahrend des APs und leitet
zusammen mit dem &aabhangigen kStrom (c) die Repolarisation des APs ein. Der
Ior wird durch Kv2- und Kv3-Kanéle vermittelt (Baras&as, 2007). Delpr, vermittelt
durch Kv3-Kandle, ist Uberall im Dendriten lokatidi jedoch vorwiegend im AIS und im
Ranvier-Schnrring. Der Kv2-vermitteller ist im Soma und im proximalen Dendriten
lokalisiert (Abb. 1; Vacheret al, 2008). Derlc ist vorwiegend im Soma und im
Apikaldendriten lokalisiert (Storm, 1990; Vachet al, 2008). Ein unterschwellig
aktivierender, nicht inaktivierender und durch narskische Acetylcholin-
Rezeptoragonisten inhibierbarer-&trom (wv) ist Uberall entlang der Zelle lokalisiert,
jedoch vorwiegend im AIS. Er limitiert die Auspragueiner Nachdepolarisation (Storm,
1990; Beck & Yaari, 2008; Vachet al, 2008). Schliel3lich gibt es eine nicht spezifische
Kationenleitfahigkeit (Na und K°), welche durch Hyperpolarisation aktiviert wirbh)(
Der I, ist ein langsam aktivierender und nicht inaktigieder Strom, der an der
Abschwéchung erregender postsynaptischer Poter(ERIBPS) beteiligt ist. Dés ist wie
der Isa in den Dendriten lokalisiert, ebenfalls mit disiainehmender Dichte (Abb. 1;
Storm, 1990; Beck & Yaari, 2008).

Neben den Leitfahigkeiten fir Nand K' tragen auch CéLeitfahigkeiten zur neuronalen
Signalverarbeitung bei (Abb. 1). Hierzu gehdreneurgnderem delkcat (€in transienter
Ca*-Strom), der, wie delsa, mit distal zunehmender Dichte in den Dendritekalisiert
ist und derlcar (resistent gegeniber vielen “G&anal-Blockern). Die CH-Strome sind
zusammen mit dertvaan der Vermittlung der Nachdepolarisation betei{gorm, 1990;
Beck & Yaari, 2008; Vachest al, 2008).

2.2 Der somatodendritische A-Typ-Strom l(sa)

Durch seine biophysikalischen Eigenschaften (uoksvsellige, schnelle Aktivierung und
schnelle Inaktivierung) und seine Lokalisation (Dendriten mit distal zunehmender
Dichte) tragt deisa auf besondere Weise zur Regulation der Erreghahnkgpocampaler
CAl-Pyramidenzellen bei. Detsa reguliert die neuronale Erregbarkeit durch die
Beeinflussung der Repolarisation und damit der A&gbkenz, die Kontrolle der
retrograden Ausbreitung von APs entlang des Apiadigiten und die Unterdriickung von

EPSPs. Dementsprechend wird tiarauch als ,Sto3dampfer® der dendritischen Erregung

10
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bezeichnet (Hoffmaet al, 1997; Yuste, 1997; Schradetral, 2002; Bernard & Johnston,
2003). AulRerdem begrenzt den die Erregungsausbreitung auf bestimmte dendriisch
Subsegmente und Verzweigungen (Connor & Stevengl;lBloffman et al, 1997;
Ramakers & Storm, 2002; Cat al, 2004). Die Kv4-Kanéle, die ddea vermitteln, sind
das Ziel vielfaltiger, noch unvollstandig verstandeRegulationsmechanismen. Durch die
lang andauernde Verstarkung der synaptischen @igertg (Langzeitpotenzierung) und
die Phosphorylierung von Kv4.2-Kanalen durch veieiéne Proteinkinasen zeigte sich
eine aktivitatsabhangige Regulation des(Jernget al, 2004; Kimet al, 2007; Linet al,
2011): Die Proteinkinasenaktivitat fuhrt zu eindsrahme der Oberflachenexpression der
Kv4.2-Kanéle und demnach zu einer Abnahmelggswas wiederum zu einer Zunahme
der Erregbarkeit in hippocampalen Neuronen fuhm @t al, 2011; Shatet al, 2011).
Zudem fihrt der durch Glutamat vermittelte?GRinstrom zu einer Clathrin-induzierten
Internalisierung von Kv4.2-Kanalen und somit zurdRdion deslsa (Kim et al, 2007,
Shahet al, 2011).

Durch seine zentrale Rolle bei der Regulation nealey Erregbarkeit steht deja u.a. im
Zusammenhang mit der Entstehung von Epilepsiere Ber haufigsten Epilepsien ist die
Temporallappenepilepsie (TLE), bei der gehauft plako-resistente Falle auftreten, in
denen eine chirurgische Therapie zur Anfallskofgrolotwendig ist (Engel, 2001). Die
TLE ist zumeist erworben und multifaktoriell bedingdoch sind einige Félle genetischer
Atiologie beschrieben (Kalachikogt al, 2002; Noebels, 2003; Singit al, 2006). Im
Tiermodell mit Methylazoxymethanol-induzierten hggampalen Malformationen zeigte
sich eine erhéhte epileptische AnfallshaufigkeitZmsammenhang mit einer verringerten
Expression von Kv4.2-Kanalen und einer Reduktios @dg (Castroet al, 2001). In
Pilocarpin-induzierten chronischen Epilepsien zuek&pitulation der Eigenschaften
humaner TLEs, kam es zu einer erh6hten Erregbar&eiCA1-Pyramidenzellen mit einer
verminderten Abschwachung von b-APs (Bernatrdl, 2004). In diesem Zusammenhang
sind eine verminderte Expression der Kv4.2-Kanéiee erhdhte Phosphorylierung und
eine Umverteilung der Kv4.2-Kanéle in den Subregioiles Hippocampus beschrieben.
Es wurde eine erhthte Erregbarkeit und eine gemn@ehwelle zur Auslésung eines
epileptischen Anfalls gezeigt. In diesen Experireanivurde die Expression, Lokalisation
und Funktion von Kv4.2-Kanédlen durch epileptisché&tiitat beeinflusst, was die
Entstehung rezidivierender epileptischer Aktivitdtder chronischen Phase begunstigte
11
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(Bernardet al, 2004; Monaghaet al, 2008). Neben diesen tierexperimentellen Befunden
wurde eine Deletionsmutation des Kv4.2-Kanals (Rw587fsX1) aus einer Patientin mit
TLE gewonnen. Ein Aminosaurenaustausch fuhrte kiegm Verlust der letzten 44
Aminosduren des Kv4.2-C-Terminus, und es wurde dRseluktion der durch den
mutierten Kanal vermittelten Stromdichte im Vergkeizum Wildtypkanal beschrieben
(Singh et al, 2006). Diese Ergebnisse lassen eine BeteiliglesyKi/4.2-Kanals an der

genetischen Atiologie der Temporallappenepilepsienten.

2.3 Zusammensetzung der Kv4-Kanalkomplexe

Die Familie der Kv-Kandale wird in mehrere Unterféien eingeteilt (Kvl - Kv12). Die
Mitglieder einer Unterfamilie (z. B. Kv4.1, Kv4.Xv4.3) zeigen wiederum eine hohe
Ahnlichkeit in der Aminosauren-Sequenz und in degeBschaften der vermittelten
Strome (Gutmart al, 2005). Kv-Kanale setzen sich zusammen ausoviéntereinheiten,
die die ionenleitende Pore umschlieRen. Jed&ntereinheit besteht aus sechs
transmembranaren Domanen (S1-6), einem zytoplasthath N-Terminus und einem
zytoplasmatischen C-Terminus. Die TransmembrandemanS1-4 bilden den
Spannungssensor, S5 und S6 das Porenmodul eirebntereinheit.
Das membrandurchspannende Segment S4 enthélt eaike Roositiv geladener

Aminosauren und spielt eine zentrale Rolle beikheralaktivierung.

e

OF’

Abbildung 2: a- und g-Untereinheiten des Kv4.2 Kanals.

(A) a-Untereinheit mit sechs transmembranaren Domaneé @tau), einem zytoplasmatischem N- und C-Terminus
einer Tetramerisierungsdomane (gelb), einem ,P“dujplett), C-terminalen Phosphorylierungsstell@miin) und den
B-Untereinheiten DPP (blau) und KChIP (orange). (B¥}RvKanalkomplex mit vien-Untereinheiten und jeweils vier
DPPs und KChlPs.

12
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Anderungen des Membranpotenzials filhren Uiber eaveeBung des S4-Segments zu einer
Konformationsanderung und, durch eine Koppelung Rorenmodul, zur Offnung des
Kanals (Birnbaunet al, 2004). Zwischen dem Segment S5 und S6 bildenr@ihdséuren
eine Schleife, welche von aul3en in die Pore eitita(®-loop und als Selektivitatsfilter
dient. Der C-Terminus dero-Untereinheit enthalt Phosphorylierungsstellen fur
Proteinkinasen, und der N-Terminus, bei den Unteiifan Kv1-Kv4, eine
Tetramerisierungsdoméne (Abb. 2; Birnbawrh al, 2004; Jernget al, 2004). Die
Tetramerisierungsdoméne dient der Verbindung daravlJntereinheiten zu Homo- oder
Heterotetrameren (Covarrubiast al, 1991). Die Familien Kv1-Kv4 sind die ersten
spannungsabhangigen “HKanale, deren Gene aus der Fruchtflied@rosophila
melanogastegewonnen wurden. Sie gelten als die klassischatréfer der Kv-Kandle
und werden, den Drosophila-Genen entsprechend/sfihaker, Shab, Shaw, undShat
verwandte Kanéle bezeichnet (Gutneral, 2005; Vacheet al, 2008).

Im Folgenden wird néher auf die Kv4-Kanalghf@) eingegangen, die vorwiegend im
Gehirn, im Herzen und in der glatten Muskulaturkeosnmen. Alle Vertreter der Kv4-
Unterfamilie (Kv4.1, Kv4.2 und Kv4.3) vermittelntaeell inaktivierende A-Typ-Strome.

Die porenbildendenu-Untereinheiten der Kv4-Kanale konnen mit akzessten -
Untereinheiten interagieren (Abb. 2; Birnbaetal, 2004; Pongs & Schwarz, 2010). Die
Kanale werden in ihrer Funktionalitat und ihrer @ldehenexpression hauptsachlich
durch KChIPs Kv Channel-Interacting Proteifsund DPPs Ripeptidyl Peptidase-like
Proteing beeinflusst (Anet al, 2000; Nadalet al, 2003). KChIPs sind CGasensitive
Proteine, die lber vier EF-Hand-Motive Z&inden und zu der Gruppe der Neuronalen-
Calcium-Sensoren (NCS) gehdren. Sie binden an dderhinus dera-Untereinheiten
des Kv4-Kanals und beeinflussen so die Oberflactmmession, Inaktivierung und
Erholung von der Inaktivierung des Kanals (&nal, 2000; Bahringet al, 2001b). Durch
die Bindung von KChIPs wird die Oberflachenexpressiler Kv4-Kanale und somit die
Kv4-vermittelte Stromdichte erhéht. Die Spannungsatdgigkeit der Inaktivierung wird zu
positiveren Potenzialen verschoben. Zuséatzlich wiedmakroskopische Inaktivierung der
Kv4-Kandale verlangsamt und die Erholung von dektivgerung beschleunigt (Aet al,
2000; Bahringet al, 2001b). Es existieren vier verschiedene Genefldli&ChIPs (1-4)
kodieren, und eine Vielfalt von Splice-Varianteménhalb dieser Gruppen. Die KChIPs
13
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unterscheiden sich strukturell durch ihre Lange whel Aminosduresequenz des N-
Terminus und funktionell durch ihre Auswirkungerf dan Kv4-Kanal (Pongs & Schwarz,
2010). KChIP4 unterscheidet sich deutlich in sefanktion von den anderen KChIPs. Es
bedingt eine Verlangsamung der schnellen Komponemge Inaktivierung ohne
potenzierenden Effekt auf die Stromamplitude, dieoking von der Inaktivierung oder
die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung (Holisigvet al, 2002). Die
Expressionsstarke der einzelnen KChIP-Variantenfiist verschiedene Gewebesorten
charakteristisch (Tab. 1). Alle KChIP-Variantendsim unterschiedlicher Auspragung im
Gehirn exprimiert. Einige KChIPs kommen zudem imleren Organen vor. KChIP1 ist

Tabelle 1: Neuronale Expression von Kv4.2, Kv4.3, &hlPs und DPPs unterschiedlicher
Gehirnregionen in Nagetieren

Gehirnregion  Kv4.2/ KChiIP1 KChIP2 KChIP3 KChiP4 DPP6 DPP10
Kv4.3

Neocortex

Lamina | ++ - - -

-1 ++ 4+ + + + + ++ ++ +++ 4+ +++ +++

v ++H+ + + + ++++ + ++ + + ++

\Y/ ++ 4+ + + + + + ++ + ++ + +++ ++++

Via + +H/+ + + + ++ + + + ++ + + ++ +

Vib + +/+ + - + +++ + ++ + + + ++ +

Hippocampus

CAl ++ + +/+ + +++ + F++ e+t +

CA2 + +/+ + + +++ + F++ 4+ +

CA3 + +/+ + + ++++ + ++ ++++ +

Gyrus dentatus  + + + +/ + + 4+ + + 4+ + ++ o+t +
++++

Thalamus +4++H+++ +++ + +++ +++ +++ +++

Cerebellum

Kdrnerzellen ++ + 4 ++ - ++++ - +++ + +
+4+ 4+

Purkinjezellen I+ +++ +++ - +++ ++++ +4+ ++++

Die Symbole spiegeln die quantitative Expressiomittelt durchNorthern Blotsund In-situ Hybridisierung wider:
- keine Expression, + niedrige Expression, ++ maige Expression, + + + hohe Expression, + + + + dathe
Expression (de Leceet al, 1994; Serodio & Rudy, 1998; Spreafiebal, 2001; Lilliehooket al, 2003; Xionget al,
2004; Zaghat al, 2005).
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hauptsachlich im Gehirn exprimiert, KChIP2 sowoll Herzen als auch im Gehirn,
KChIP3 kommt hauptsachlich im Gehirn vor mit gegngexpression im Hoden, und
KChIP4 zeigt eine diffuse Expression im gesamtehi@e(An et al, 2000; Holmqvist

et al, 2002). Die neuronale Expression ist spezifisghdigé einzelnen KChIPs. Es findet
sich eine hohe Expression von KChIP2 im Hippocammog in Teilen des Neocortex
(Tab. 1). KChIP3 ist vor allem im Gyrus dentatus ddippocampus, im olfaktorischen
Cortex und in den Kdrnerzellen des Kleinhirns exypert (Tab. 1; Spreaficet al, 2001;
Lilliehook et al, 2003). Im Multiproteinkomplex mit Kv4.2 ist KChBRganz entscheidend
an der Vermittlung deksa beteiligt (Jernget al, 2005). Versuche mit neuronalem Gewebe
von KChIP3 Knock-outMausen zeigten eine starkere LangzeitpotenzieramgGirus
dentatusdes Hippocampus und eine Suppressionlglef.illiehook et al, 2003). KChIP3

ist identisch mit Calsenilin, ein €aund Presinilin bindendes Protein, von dem man
vermutet, dass es im Zusammenhang mit der Entsggelian Morbus Alzheimer steht
(Buxbaumet al, 1998; Dong-Gytet al, 2004). AuRerdem ist KChIP3 auch identisch mit
DREAM (Downstream Regulatory Element Antagonist Modulatoeschrieben als &a
regulierter Transkriptionsfaktor (Carriat al, 1999), der bei der Nozizeption eine zentrale
Rolle spielt (Chengt al, 2002).

Neben den KChIPs tragen auch DPPs zur RegulatiokKdé-Kanale bei (Nadaét al,
2003). DPPs sind Glykoproteine mit einem kurzemphtsmatischen N-Terminus, einem
einzigen transmembranaren Segment und einem lamgeseellularen C-Terminus. Eine
Coexpression von Kv4-Kanélen mit DPPs bewirkt esmeohte Oberflachenexpression,
eine beschleunigte Inaktivierung und eine beschdgeirErholung von der Inaktivierung.
Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung und aexkiivierung wird durch DPPs zu
negativeren Potenzialen verschoben (Pongs & Schwaif). Derzeit sind zwei Gruppen
von DPPs beschrieben, die nachweislich mit Kv4-kKeménteragieren: DPP6 (DPPX) und
DPP10 (DPPY). Sowohl DPP6 als auch DPP10 weisen leahe Expression im Gehirn
auf. Im Hippocampus ist DPP6 deutlich starker erpit als DPP10 und im Neocortex
weisen beide eine nahezu gleich hohe ExpressiofiTabt 1; Jerngt al, 2005; Pongs &
Schwarz, 2010). Innerhalb der beiden DPP-Gruppetsteren Isoformen durch
alternatives Splicen. Diese Isoformen unterschesgilemin der Sequenz und der Ladnge des
N-Terminus. In der Ratte sind funf verschiedendoisnen des DPP6 beschrieben, eine
embryonale Isoform (DPP6-E) und vier adulte (DPP@®P6-L, DPP6-K, DPP6-D;
15
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Nadalet al, 2006). DPP6 ist hauptsachlich im Gehirn expritigrd nur gering im Ovar,
in den Nieren und in den Hoden. Die DPP6-S Spliegiante zeigt die starkste Expression
im Gehirn, gefolgt von DPP6-K. DPP6-L weist im Vieigh zu den anderen Isoformen
nur eine geringe Expression auf und ist vorwiegem@®ulbus olfactorius, im Cerebellum
und in der Habenula exprimiert. Im Hippocampus &loert die Expression von DPP6
(hauptsachlich DPP6-S) mit der Expression der Kefdde. Auch DPP6-K zeigt eine
starke Expression im Hippocampus. Weiterhin Ubegtvike Expression von DPP6-S im
Neocortex und im Putamen, wohingegen DPP6-K diestheaiprimierte Splice-Variante im
Globus pallidus darstellt (Nadak al, 2006). DPP6 ist essenziell an der Expression der
Kv4-Kanéle im Dendriten beteiligt und ausschlaggebéir den Gradienten ddsa im
Apikaldendriten. In DPP6 Knock-out-Mausen zeigtehsieine Reduktion dessa,
insbesondere in den distalen Kompartimenten desdiden (Sunet al, 2011). Daraus
resultierten eine gesteigerte dendritische Errdgitaund eine zunehmende retrograde
Ausbreitung von Aktionspotenzialen (Senal, 2011). Neben seiner klar definierten Rolle
bei der Regulation neuronaler Erregbarkeit schdd@P6 auch bei verschiedenen
neuronalen Krankheiten und Dysfunktionen des Nesystems involviert zu sein. So
zeigten beispielsweise genetische Variationen v&P® einen Zusammenhang mit der
Entstehung der letal verlaufenden Amytrophen L#klerose (ALS) und dem
frihkindlichen Autismus (Marshadit al, 2008; van Egt al, 2008).

Die Existenz verschiedener und p-Untereinheiten flhrt zu einer groRen Anzahl an
Kombinationsmdglichkeiten fir die Bildung eines Kenals. Unterschiedliche
Kombinationen der Untereinheiten fihren zu unteesifthen Stromeigenschaften. Es
wird angenommen, dass den durch terndre Kanalkomplexe aus KadJdntereinheiten
und denB-Untereinheiten KChIP und DPP vermittelt wird (Jeet al, 2004; Covarrubias
et al, 2008; Maffie & Rudy, 2008). Fur die Vermittlungesl hippocampaletsa zeigten
sich diea-Untereinheiten Kv4.2 und Kv4.3 und dieUntereinheiten KChIP2, 3, 4 und
DPP6 als dominant (Tab.1; Jeregal, 2005; Cheret al, 2006; Nadakt al, 2006; Suret
al., 2011). Durch die experimentelle Kombination gaestimmter Splice-Varianten der
Untereinheiten lassen sich die Aktivierungs- unaktivierungseigenschaften dies zum
Teil nachempfinden. Die exakte Kanalzusammensetzung/ermittlung des nativelsa

in unterschiedlichen neuronalen Geweben ist jedmci nicht vollsténdig erforscht.
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Interessanterweise vermitteln Kv4-Kanalkomplexenniour den neuronalelza, sondern
auch den transienten*Auswartsstrom I,) kardialer Myozyten (Dixon & McKinnon,
1994; Serodio & Rudy, 1998). KChIP2 ist im Komplent dem Kv4.3-Kanal im Herzen
als integraler Bestandteil ddg beschrieben (Dixoret al, 1996). KChIP2 weist, in
Korrelation mit dem transmuralen Gradienten Hgseine hohe Expression im Ventrikel-
Myokard auf (Rosatiet al, 2003). In KChIP2 Knock-out-Mausen kam es zu einem
kompletten Verlust deko, und die Tiere zeigten eine hohe Anfalligkeit Anrhythmien
(Birnbaum et al, 2004). Eine Beteiligung von DPP6 am Kv4-Kanalkdewp zur
Vermittlung dedt, wird ebenfalls vermutet (Radiclet al, 2005).

2.4 Pharmakologie Kv4-vermittelter A-Typ-Strome

Es existiert eine Reihe von pharmakologischen @nzsh, die - mehr oder weniger
spezifisch - Kv4-Kandle und damit die messbaren yp-$tréme blockieren oder in
bestimmter Weise modifizieren. Hierzu zahlen z.8Aminopyridin (4-AP) und
bestimmte Tarantel-Toxine (Tsergal, 1996; Diochoet al, 1999; Escoubast al, 2002;
Ebbinghauset al, 2004). 4-AP und Tarantel-Toxine sind sogenaigatitng modifierund
inhibieren Kv4-vermittelte Strome durch unterschigte Mechanismen. 4-AP wirkt von
der Membraninnenseite und bindet bevorzugt an KedA#fe im geschlossenen Zustand.
Die inhibierende Wirkung kommt dadurch zustandessdd-AP das Offnen der Kanale
verlangsamt, ein aleverse use dependenoezeichneter Wirkmechanismus (Tsexnal,
1996). Die Tarantel-Toxine interagieren direkt dgim Spannungssensor und stabilisieren
dessen Ruhekonformation und damit den Geschlosgsiazd des Kanals (Leet al,
2003; Ebbinghaust al, 2004). Im Zuge praklinischer Drug-Safety-Testegihfur die
Zulassung neuer Medikamente wurden bei zahlrei€wuastanzen auch pharmakologische
Nebeneffekte auf kardiale lonenkanale, einschibl3lKv4-Kanale, festgestellt. Als
Wirkmechanismus wurde meist eine Blockierung defenain Kanals identifiziert. So
blockieren beispielsweise Dihydropyridin-verwan@av-Kanal-Antagonisten auch Kv4.2
und Kv4.3 (Hatancet al, 2003) und die Lokalanasthetika Bupivacain und ifRaain
Kv4.3/KChIP2-Komplexe (Friederich & Solth, 2004;I®oet al, 2005). Auch das Anti-
Malaria-Medikament Primaquin blockiert Kv4.2/KChHR&anale und denly in

Rattenmyozyten (Wagneet al, 2010). Dies sind nur einige Beispiele fir die
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pharmakologische Beeinflussung von Kv4-Kanalen @ner standig wachsenden Liste

von Substanzen.

Bei der Entwicklung von Substanzen, die den LQTsbaserten kardialen Kvl1l-Kanal
potenzieren sollen, wurde von der Firma NeuroSedrelSulfonyl-Harnstoff-Verbindung
NS5806 hergestellt. NS5806 ist eine Kv-Kanal maatelnde Substanz, welche keinen
Effekt auf Kv11-Strome hat, aber unter bestimmteniBgungen Kv4-Strome potenziert.
Die Effekte von NS5806 auf deh, nativer Hundemyozyten und auf entsprechende
rekombinante Kv4-Kanalkomplexe, sind in der Litardbereits beschrieben (Calleéal,
2010; Lundbyet al, 2010). NS5806 fuhrte zu einer Amplitudenzunahmeld in nativen
Hundemyozyten, zu einer Verlangsamung des Strortabfimd dementsprechend zu
einem erhohten transmembranéren LadungstransfdioéCet al, 2009; Calloeet al,
2010). Es wurden die NS5806-Effekte auf Kv4.3/KGIPPP6-Komplexe untersucht, um
den Effekt von NS5806 auf die Eigenschaftenldaszachzuempfinden. Diese Experimente
zeigten eine Potenzierung der Stromamplitude und ¥erlangsamung der Inaktivierung
des Kv4.3-vermittelten Stroms, wenn KChIP2 Bestaihdtles Kanalkomplexes war

(Calloeet al, 2010; siehe Diskussion).

Die Potenzierung dels verursachte in nativem kardialem Gewebe die edgkaifischen
und arrhythmischen Manifestationen des Brugada-®yns. Demzufolge wurde NS5806
als pharmakologisches Tool fur die Erforschung € medikamentds induzierten Brugada-
Syndroms verwendet (Calla al, 2009; Minouraet al, 2011). Die Effekte von NS5806
im neuronalen Zellverband sind dagegen bis jetzt ansatzweise untersucht. In CAl-
Pyramidenzellen hippocampaler Schnittpraparate Meaus fihrte NS5806 zu einer
verstarkten Abschwéachung von b-APs (Minge & B&hring011). In diesem
Zusammenhang noch nicht untersucht sind die Effekte NS5806 auf den fir die
Regulation der neuronalen Erregbarkeit essenziéfemippocampaler Neurone und auf

entsprechende rekombinante Kv4-Kanalkomplexe.

2.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die Beeinflusg dedsa kultivierter hippocampaler
Neurone durch NS5806 zu beschreiben. Um den Effekt NS5806 auf die nativen
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Strome zu rekapitulieren und um einen genauerebliEknin die molekulare Aktivitat von
NS5806 zu bekommen, wurden auch Experimente an QB#&2Illen, transfiziert mit der
cDNA rekombinanter Kanalkomplexe, durchgefiihrt.diessem Rahmen wurde auch der
Effekt von NS5806 auf die TLE-assoziierte C-ternen2eletionsmutante (N587fsX1) des
Kv4.2-Kanals untersucht. Die Dysregulation somanaliéischer Erregbarkeit in
hippocampalen Neuronen steht im Zusammenhang mit Hatstehung von
Temporallappenepilepsien (Bernatlal, 2004; Singhet al, 2006; Beck & Yaari, 2008).
Eine pharmakologische Potenzierung des und eine eventuelle Inhibition der

dendritischen Erregungsausbreitung sind somit \esobderem Interesse.
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3. Material und Methoden

3.1 Primarkultur hippocampaler Neurone

Die Primarkulturen hippocampaler Neurone wurden wdichaela Schweizer und
Chudamani Raithmore am Zentrum fur Molekulare Nbimogie Hamburg (ZMNH)
vorbereitet. Die Kulturen wurden von neugeborenensta&-Ratten (P0O) gewonnen
(Neuhoff et al, 1999). Es handelte sich um dissoziierte Mischkah, welche eine
Vielfalt von Neuronen enthielten. Die Zellen wurdeim einer Dichte von
1 x 1@ pro Glasplattchen (Durchmesser: 12 mm) verteik, zur besseren Haftung der
Zellen mit kurzkettigem Poly-L-Lysin beschichtet nea. Diese Glasplattchen befanden
sich in einer Plastikschale mit 24 Vertiefunge24-Well-Plat¢ und wurden mit
Neurobasal-A-Medium und B27-Zusatz (Invitrogen) éad. Die Zellen wurden 7 Tage
unter Standardbedingungen (37° C, 5%, einem Inkubator (Heraeus) aufbewahrt.
Fur die elektrophysiologischen Experimente wurdeejis ein Glasplattchen mit wenig
Vaseline am Boden einer 3,5 cm-Kulturschale (Flaesh®&8 cm2,nunc standard dishes

Nunc) fixiert und die Kulturschale mit Badlosundgd.

3.2 Routinehaltung der HEK293-Zelllinie

Fur die Expression rekombinanter Kanalkomplexehgsi@3.4) wurden immortalisierte
menschliche embryonale Nierenzellétu(mnan Embryonic Kidneyzw., HEK293-Zellen)
verwendet. Diese Zellen wurden im Inkubator ben8&dbedingungen in Kulturflaschen
mit einer Flache von 25 cm? (Nunc, Wiesbaden) Wgit. Das Medium bestand aus
500 ml Dulbecco’s MEM Ninimal Essential Mediupy NUT Mix F12, 55,5 ml
hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (Seromed dBiom) und 5ml einer
Penicillin/ Streptomycin/ Glutamin-Lésung (Invitreg). Alle 2-4 Tage hatten sich die
Zellen soweit vermehrt (Konfluenz des Zellrasensl80 %), dass eine Subkultur angelegt
werden konnte (Passagierung). Hierzu wurde das migdium aus der Kulturflasche
entfernt und die Zellen mit PBS (Dulbeccos phospdyaaifferte Salzlésung) gewaschen.

Die Zellen wurden bei Raumtemperatur mit Trypsirsdudg inkubiert und schlief3lich mit
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einer Pipette vom Flaschenboden geldst und vergirizer gewonnenen Zellsuspension
wurde frisches Medium hinzugefiigt und die Zellzghd ml Nahrmedium mit einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Pro Kulturschale emrfl ml Zellsuspension mit einer
Zelldichte von 2-6 x 1fpro ml verwendet. Fiir die elektrophysiologischempé&imente
wurden 3,5 cm-Kulturschalen, beschichtet mit kutzgem Poly-L-Lysin, verwendet.
Nach Entfernen des Uberschiussigen Poly-L-Lysinglemudie Schalen mindestens 15 min
bei Raumtemperatur getrocknet und dann mit 2 mlZidisuspension (1-4 x @ellen
pro ml) beschickt.

3.3 Heterologe Expression rekombinanter Kanalkompbee

3.3.1 Verwendete Klone

Fur die heterologe Expression rekombinanter Kamafdexe in HEK293-Zellen wurden
die in Tabelle 2 aufgelisteten Klone verwendet. &llg Klone diente pcDNA3, versehen
mit einem Gen fur Ampicillin-Resistenz, als Vektor.

Tabelle 2: Verwendete Klone

Klon Erlauterung
Kv4.2 (NM_012281.2; Zhet al, 1999) Humane Kv4.g-Untereinheit
Kv4.2-N587fsX1 (Singtet al, 2006) Deletionsmutante der humanen Kwt.2-

Untereinheit, gewonnen aus einer Patientin mit
TLE und von Kazuhiro Yamakawa zur
Verfligung gestellt. Durch eine Deletion von 5
Basen kommt es zu einerframe-shift und
hierdurch zu einer Deletion der letzten 44
Aminosauren des C-Terminus des Kv4.2-
Kanals.

KChIP3a (NM_001936.3; Aet al, 2000) Kurze Splice-Variante von KChIP3

DPP6-S (NM_001034914.1; Wadtal, 1992) | Kurze Splice-Variante von DPP6

DPP6-E (bzw. DPP6a; AF092507; Hough| Embryonale Isoform von DPP6; von Henry
al., 1998) Jerng zur Verfugung gestellt und in der

vorliegenden Arbeit als DPP6-E bezeichnet
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EGFP (BD Biosciences, Heidelberg) (Enhanced Green Fluorescent ProteifDas
fluoreszierende Protein wurde, zur
Identifizierung erfolgreich transfizierter Zellen,

mit den Kanélen coexprimiert.

3.3.2 Transformation kompetenter Zellen

Als Transformation bezeichnet man die AufnahmeefredDNA in kompetente (zur
Aufnahme befahigte) Bakterien. Man verwendet diensformation, um DNA zu
vervielfaltigen. In der vorliegenden Arbeit wurdeierflir Escherichia coliZellen aus dem
Stamm XL1-Blue verwendet. Zu %0 Zellsuspension wurde g des zu
transformierenden Konstrukts gegeben und 20 mirEaufnkubiert. Daraufhin wurde der
Ansatz fur 90 s auf 42 °C erhitzt. Dieser Hitzessthdiente dazu, die Bakterienmembran
durchlassig zu machen und somit die Aufnahme dégov®in die Zelle zu ermdglichen.
Nach weiteren 2 min auf Eis wurde 1 ml 37 °C warrhBsMedium (Lysogeny Broth
hinzugefiigt und der Ansatz bei 37 °C im Schuttlebrfitet. Schlie3lich wurden die
Bakterien auf einem LB-Ampicillin-Agar (100g Ampicillin/ml) ausplattiert und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Unter diesen Bedingungddeten nur diejenigen Bakterien
Kolonien, die das Plasmid mit der DNA und dem G@anAmpicillin-Resistenz enthielten.
Am nachsten Tag wurde eine Bakterienkolonie in 5QBiMedium und 50ul Ampicillin
(Endkonzentration: 10Qg Ampicillin/ml) in einem Kulturréhrchen vermischZunachst
ruhte der Ansatz bei Raumtemperatur und wurde ddo@n Nacht im Warmluftschittler
bei 37 °C inkubiert.

3.3.3 Plasmidisolierung

Die Isolierung des Plasmids aus dem oben bescimeeb@nsatz erfolgte mithilfe des
.Plasmid Midi Kit* der Firma Qiagen. Die Konzentiat der gewonnenen DNA wurde
mittels eines Photometers bestimmt. Aus der DNAdb@swurden Sul mit 95ul H2O
verdunnt und in eine Plastikklvette gegeben. Disoftion der LOsung wurde mit einem
Spektralphotometer (Ultrospec 3000, Pharmacia Bigte bei 260 nm, dem
Absorptionsoptimum von DNA, gegen reines Wasser ggsen. Unter diesen
Bedingungen betrug die Absorption bei einer DNA-Kemtration von 5@g/ml Exeo= 1.
Basierend darauf konnte die Konzentration derest@n DNA ermittelt werden.
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3.3.4 Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man den Transfer freamdenetischen Materials in eine
Zelle. Fur alle beschriebenen Experimente wurddDiNé des Kv4.2-Kanals und seingr
Untereinheiten mittels Liposomen-Einschlussmethioddie HEK293-Zellen transferiert.
Die Liposomen-Einschlussmethode zahlt zu den chavais Verfahren der Transfektion
von Zellen. Hierbei transportiert das Liposom didAdurch Fusion mit der Zellmembran
in das Innere der Zelle. Die HEK293-Zellen wurdenhStunden nach dem Ausplattieren
transfiziert. Als Vorbereitung fur die Transfektiomurden das Transfektionsmedium
(Optimem), das Kulturmedium und das eigentliche n$fektionsreagenz
LipofektAMINE™ im Wasserbad bei 37 °C angewarmt. Fiir die Tratisfekwurden
0,05ng Kv4.2, 1ug DPP6, ug KChIP3 und 0,59 EGFP DNA pro Kulturschale
verwendet und mit entsprechenden Vielfachen vonpdl@ptimem vermischt. Parallel
dazu wurde eine Mischung aus pi3 LipofektAMINE™ pro Kulturschale und
entsprechenden Vielfachen von 10@ptimem erstellt. Das LipofektAMINE'-Gemisch
wurde nun zu dem DNA-Gemisch gegeben, vermengt wahn 30 min bei
Raumtemperatur ruhen gelassen. Die Kulturschalerdemu wéhrenddessen mit 2 ml
Optimem gewaschen und schlief3lich mit jeweils B0D@ptimem bedeckt. Danach ruhten
die Kulturschalen ebenfalls fiir 30 min bei 37 °C\W&rmeschrank. Anschliel3end wurden
200l LipofektAMINE ™-DNA-Gemisch pro Kulturschale hinzugegeben. Dieulpdtion
erfolgte unter Standardbedingungen (37 °C, 5 %)0@ Inkubator. Das Kulturmedium
wurde unter den gleichen Bedingungen wie die Zalieinkubator aufbewahrt. Nach flnf
Stunden wurde das Transfektionsmedium abgesaugdurah Kulturmedium (2 ml pro
Kulturschale) ersetzt. Die Experimente wurden 1Z84hden nach der Transfektion
durchgeflhrt.

3.4 Elektrophysiologie

3.4.1 Die Patch-Clamp-Technik

Die Englander Alan Hodgkin und Andrew Huxley erteal 1963 den Nobelpreis fur die
Beschreibung der Entstehung des Aktionspotenzials Riesenaxon des Tintenfischs
mithilfe der Voltage-Clamp-Technik (Hodgkin & Huxe1952). Sie wiesen lonenstrome

Uber der Membran nach, die zur Entstehung neuroi&ategung fihrten. Hierzu wurden
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zwei Elektroden in das Axon injiziert und der Zedimbran eine Spannung aufgezwungen
(mit einer Elektrode wurde die Membranspannung @ser® und mit der anderen
Elektrode der notige Kompensationsstrom injizieier Kompensationsstrom wurde
registriert. Er entsprach direkt den AnderungenMembranleitfahigkeit fir Naund K*
Uber die Zeit in Abhangigkeit von der angelegtena8jung. Dies war die

Erstbeschreibung spannungsaktiviertef Niad K™-Stréme in erregbaren Membranen.

Die Patch-Clamp-Technik ist eine Weiterentwickludey Voltage-Clamp-Technik. Sie ist
heute eine der wichtigsten physiologischen Arbetithroden zur Erforschung der
Funktionen und der Pharmakologie von lonenkandewin Neher und Bert Sakmann
entwickelten diese Technik, um die Eigenschaftam kmzelkanalstromen zu untersuchen.
Unter einer Glaspipette isolierten sie einen Flackeatch) der Zellmembran von der
Umgebung. In diesem Membranflecken befanden sitregie lonenkandle, die elektrisch
abgeschirmt auf ihre Eigenschaften untersucht werklennten. Hierzu enthielt die
elektrolytgefillte Glaspipette eine Mikroelektrodemn sowohl die Spannungs- als auch die
Strommessungen durchzufiihren. Diese Experimentaibegten den Beginn der Patch-

Clamp-Technik. Fir ihre Beobachtungen an einzekeemélen erhielten Erwin Neher und

Unterdruck
in der Pipette

Durchbrechen
der Membran

Vaces

Whole-Cell A
Cell-Attached
Zuriickziehen
der Pipette
Zuriickziehen idao
der Pipette W Inside-Out
Outside-Out

Abbildung 3: Patch-Clamp-Konfigurationen und ihre Entstehung.

Dargestellt sind die Pipette und ein Teil der Zelnbran. Ausgangssituation ist immer die hochohnidmdichtung”
(Giga-Sead) eines Areals auf der Zellmembran durch die Pgoetiindung. Durch Anlegen eines Unterdrucks in der
Pipette, der zum Durchbrechen der Membran fiihrd/ader durch das Zuriickziehen der Pipette kénnen di
Ableitungsformen variiert werden (modifiziert naldamill et al, 1981).
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Bert Sakmann 1991 den ,Nobelpreis fir Medizin oBaysiologie” (Neher & Sakmann,
1976).

Die Patch-Clamp-Technik nutzt unterschiedliche Ntitkeiten der Ableitungen an
Zellmembranen (Abb. 3; Hamikt al, 1981; Numberger & Draguhn, 1996). Nach dem
Annahern der Pipette an die Zelle wird eine festebihdung zwischen der Membran und
der Pipette mit Widerstanden im Gigaohm-Bereichiga-Seal hergestellt. Neben
verschiedenen anderen Ableitkonfigurationen ernstiglider Giga-Sealdurch Anlegen
eines Unterdrucks in der Pipette, den daruntenidge Membranflecken zu durchbrechen.
Hierbei erhalt man Zugang zum Intrazellularraum dre Moglichkeit, die intrazellulare
lonenzusammensetzung anhand der Pipettenlésungulizgtn. Durch eine jeweils
definierte Zusammensetzung der intra- und extralZedn Losung kbnnen so gewiinschte
lonengradienten Uber der Membran erzeugt werdeeseDiAbleitkonfiguration wird
Whole-Cell-Konfiguration genannt (Abb. 3). Alle Eeqimente der vorliegenden Arbeit

wurden in der Whole-Cell-Konfiguration durchgefihrt
Zur Messung der Membranstrome mit der Patch-Claeghmik bedarf es eines speziellen

Schaltkreises (Abb. 4; Numberger & Draguhn, 199Bjeser Schaltkreis stellt einen
Strom-Spannungs-Wandler dar und befindet sich invétstarker, der sogenanntdead-

Upip

— Uf
@ OPA

n @ - Uaus

+
\/ UsoLL

Abbildung 4: Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstarkes (nach Numberger & Draguhn, 1996).
Rr: Ruckkopplungswiderstand, OPA: OperationsverstéarkdsoLL: Sollspannung, ke Pipettenspannung, AUs:
Ausgangsspannung zur Umrechnung in den gemessémaen. S
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Stage des Patch-Clamp-Verstarkers. Von dort werden Slgnale Uber ein Kabel zur
Steuereinheit des Verstarkers geleitet. Mithilfes @&rom-Spannungs-Wandlers wird bei
Konstanthaltung einer Membranspannung der hierfitivendige Kompensationsstrom
gemessen. Die wichtigste Einheit dieses Schaliseistellt der Operationsverstarker
(Operational Amplifier OPA) dar (Abb. 4). An den zwei Eingdngen des OMAI die
Pipettenspannung @) mit der vorgegebenen Sollspannungdl) verglichen. Besteht
eine Spannungsdifferenz, so wird am Ausgang desafpesverstarkers eine Spannung
erzeugt, die proportional zu dieser Spannungseifiziist, allerdings sehr viel gro3er. Es
ergibt sich eine Spannungsdifferenz)(kivischen der Pipettenspannung und der Spannung
am Ausgang des OPA (zwischen Punkt 1 und Punkis2Sdbaltkreises in Abb. 4). Nach
den Regeln des Ohmschen Gesetzes (Rl x 1) fliel3t tber den Ruckkopplungswiderstand
(Rr) der zu messende Kompensationsstrom. Er flieBange eine Spannungsdifferenz
zwischen WorL und W besteht (Abb. 4). Die im Vorverstarker gemesseS&me
werden in einem Hauptverstarker verstarkt und diesddingen Uber einen Computer

gesteuert.

3.4.2 Elektrolytlbsungen

Tabelle 3: Extrazellular- bzw. Badlésungen

HEK293-Zellen Neurone
(mM) (mM)
NaCl 135 160
KCI 5 2,5
CaCb 2 2
MgCl2 2 1
HEPES 5 10
Saccharose 10 -
Glucose - 10
errechnete Osmolaritat (mOsm) 307 354
pH * 7,4 7,3

* der pH wurde mit NaOH eingestellt
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Tabelle 4: Intrazellular- bzw. Pipettenldsungen

HEK293-Zellen Neurone
(mM) (mM)

K-MeSGs - 140
KCI 125 5
CaCb 1 0,5
MgCl2 1 0,5
EGTA 11 5
HEPES 10 10
Saccharose 10 -
Unmittelbar vor den Experimenten:

Glutathione 2 -
K2ATP 2 -
MgATP - 2
errechnete Osmolaritat (mOsm) 295 308
pH * 7,2 7,2

* der pH wurde mit KOH eingestellt

3.4.3 Pharmakologie

3.4.3.1 NS5806

NS5806 (N- [3,5-bis (Trifluoromethyl) Phenyl] “N- [2,4-Dibromo-6- (1H-Tetrazol-5-yl)
Phenyl] —Harnstoff, Abb.5) wurde von NeuroSearchSA Ballerup, Danemark

N=N
[\
Na. NH

H H
F.C N\H/N
o)
Br Br
CF,
Abbildung 5: Strukturformel von NS5806.

N- [3,5-bis (Trifluoromethyl) Phenyl] -N - [2,4-Dibromo-6- (1H-Tetrazol-5-yl) Phenyl] -Hamo$ hergestellt von
NeuroSearch A/S, Ballerup, Danemark.
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synthetisiert und als Pulver zur Verfigung gest&i$5806 wurde in Dimethyl-Sulfoxid
(DMSO) geldst und als 20 mM Losung vorratig gehaltdus diesem Vorrat wurden
Loésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen die Experimente hergestellt. Die
meisten Experimente erfolgten durch Superfusion moit einer NS5806-Konzentration
(z. B. 20 uM). Zur Erfassung der Konzentrationsalgigkeit des NS5806-Effekts erfolgte
eine Superfusion mit aufsteigender NS5806-Konz&atra(z. B. 0,66, 2, 6,6, 20, 66,
200 pM).

3.4.3.2 Tetrodotoxin

Tetrodotoxin (TTX) ist ein selektiver Blocker voraiKanélen, der in der Natur vor allem
in Kugelfischen Tetraodontidag zu finden ist. In den Experimenten an kultivierte
hippocampalen Neuronen wurde den Bad- und SuperfsiSisungen TTX in einer
Endkonzentration von 500 nM zugefuigt. Die Blockieguder schnellen Nal eitfahigkeit

verhinderte die ,Kontaminierung” der Aktivierunggste spannungsaktiviertef4strome.

AulRerdem unterdriickte die Blockierung von Nav-Kanalurch TTX in prasynaptischen
Zellen die Ausschittung grofRer Transmittermengeas wie stbrende Mitregistrierung

postsynaptischer Stréme umging.

3.4.4 Versuchsaufbau und -durchflhrung

3.4.4.1 Versuchsaufbau

Der Messplatz wurde von mechanischen Schwingungeh elektrischen Signalen der
Umgebung abgeschirmt. Hierzu befand sich das MKapsmit der Messkammer auf
einem schwingungsgedampften Tisch, der von einerad@sgischen Kéfig umgeben war
(Abb. 6A). Fur die Patch-Clamp-Experimente wurdeiaverses Mikroskop (AXIOVERT
135, Carl Zeiss AG) verwendet. Es wurden Objektnte10- und 40-facher Vergrof3erung
und ein Okular mit 10-facher VergrofRerung verwendsbFP-exprimierende HEK293-
Zellen wurden durch ihre grine Fluoreszenz in Gegenhvon UV-Licht (HBO-UV
Halogenlampe und entsprechender Filtersatz GriA@) 5 identifiziert. Die
elektrolytgefillte Pipette befand sich in einem d®ipnhalter unmittelbar an détead-
Stage (Abb.6B) und wurde durch einen Mikromanipulatorestguert. Der
Mikromanipulator diente zur prazisen Annéherung Eligettendffnung an die Zelle unter
mikroskopischer Sichtkontrolle. Das Innere der Reevar mit einem Schlauch zur
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Steuerung des Drucks in der Pipette verbunden. lktiente vor Einfihren der Pipette in
die Badlosung ein Uberdruck angelegt und zur Adsinidy eines Giga-Seals sowie zum
,Offnen” der Zelle fir die Whole-Cell-Ableitung eitunterdruck erzeugt werden. Die
Pipetten wurden aus dinnwandigen Borosilikatglasti#gn mit einemInnendurchmesser
von 1,05 mm und einem Auf3endurchmesser von 1,5 @R1%0T-8P, Science Products
GmbH) hergestellt. Hierzu diente ein PipettenzieAgdDMZ-Universal-Puller Zeitz
Instruments GmbH), das die Glasrbhrchen unter Bitizgar und horizontalem Zug mittig
teilte. Die Pipetten wurden unter dreimaligem Exit gezogen und anschlielend die

Abbildung 6: Aufbau des Messstands.

(A) 1: Faradayscher Kafig; 2: Multikanal-Superfusssystem; 3: peristaltische Pumpe; 4: MikroskopOfitekttisch und
Messkammer; 5: Wassersaule und SchlauchsystenefiiPgbettendruck; nicht dargestellt: Patch-Clampsi&eker und
Computer (B): DetailvergroRerung von Objekttisch ielsskammer; 6: Superfusionsspritze; 7: Referenzeléét 8:
Abfluss der Badldsung; 9: Head-Stage mit Messeldkttnd Patch-Pipette.

Spitze ,hitzepoliert*. Durch Variation von Hitzejehzeit und Ziehstarke konnte die Form
und die Offnung der Pipette beeinflusst werden. Oftnungswiderstande der gefiillten
Pipetten in der Badlbsung betrugen in den besatmie Experimenten zwischen 2 und
4 MQ. Als Messelektrode diente ein chlorierter Silbahdy der sich in der Pipettenlésung
befand und in Verbindung mit dem VorverstarkeHed&d-Stage des Patch-Clamp-

Verstarkers stand. Das Chlorieren des Silberdrahfisigte mit einer automatisierten
Elektrolyse-Apparatur (ACI-01, npi). Dazu wurde deitberdraht zun&chst mit feinem
Sandpapier abgeschliffen und mit alkoholischer Ib@isgesaubert. Der blanke Silberdraht
wurde dann in eine 3 M KCI-Lésung getaucht und deit Anode des Gerats verbunden.
Zusatzlich wurde ein Platindraht in die KCI-Losuiggtaucht und mit der Kathode
verbunden. Durch Anlegen einer definierten Spannmaglen Elektronen gelést. An dem
mit der Anode verbundenen Draht bildete sich Sdblerid nach der Gleichung:
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Ag + CI — AgCl + €.

Als Referenzelektrode (Badelektrode) diente bei Miessungen ein Silber/Silberchlorid-
Pellet World Precision Instrumenksdas in die Badlésung getaucht wurde und Uber ein
Kabel mit dem entsprechenden Eingang lead-Stageverbunden war (Abb. 6B). Die
vom Vorverstarker gemessenen Strome wurden vom tMengpérker gefiltert und
verstarkt (EPC9-Verstarker, HEKA). Mithilfe eine®@puters und der Software PULSE

(HEKA electronic$ wurden Verstarker und Messungen gesteuert.

Als Messkammer diente eine mit Extrazellularfliksity befiillte Kulturschale (siehe 3.2).
Zur lokalen Superfusion der Zellen mit pharmakadohi abgewandelten

Extrazellularlosungen (NS5806 bzw. TTX) wurde eirultikanal-Superfusionssystem
verwendet (Abb. 6A). Angetrieben durch eine pelisithe Pumpe zirkulierten

Extrazellularldosungen mit bis zu acht unterschadin Zusammensetzungen bzw.
unterschiedlichen Konzentrationen der TestsubstaiidS5806) in gesonderten
Kreislaufsystemen aus Silikon-Schlauchen. Die esgéhwindigkeit konnte mittels der
Pumpe reguliert werden. Durch die magnetische 8iegevon 3-Wege-Ventilen konnte
jeweils die gewilnschte LOosung aus dem Kreislaudsystzur Superfusionsspritze
umgeleitet werden. Uber ein metallenes Mindungstin wurde Kontroll- bzw.

Testlésung (NS5806) prazise unter mikroskopischentiontrolle auf die zu messende
Zelle geleitet (Abb. 6B). Um eine Akkumulation vd¥S5806 im Messschéalchen zu
vermeiden, fand ein standiger Baddurchfluss mit tkaibsung statt (Badsuperfusion).
Gegenuber dem Badzufluss erfolgte das AbsaugenBddlosung Uber ein L-férmig

gebogenes und blind endendes Glasrohrchen miickeitlOffnung zum Konstanthalten
des Flussigkeitsspiegels (Abb. 6B). Das Glasrohrahar Uber einen Schlauch mit einem
Auffanggefald verbunden, dies wiederum uber einentevem Schlauch mit einer

Unterdruckpumpe.

3.4.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Zur Vorbereitung der Experimente wurde das Supmrnfisgsystem mit den Ldsungen
beflllt. Hierzu wurden 50 ml-Réhrchen mit Lésungemterschiedlicher NS5806-
Konzentrationen und der Extrazellularldsung als tkalliosung angesetzt und durch die

hydraulische Pumpe im Schlauchsystem verteilt. Esrdev als nachstes die
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Intrazellularlésung vorbereitet, in einem 10 ml Remnsgefald auf Eis gelagert und ein
Vorrat an Pipetten gezogen. Dann wurde eine Kudhaie mit Zellen aus dem Inkubator
entnommen, und unter der Werkbank das Kulturmedadurch die Extrazellularlosung
ausgetauscht. Schlie3lich wurde die Kulturschaledem Objekttisch des Mikroskops
eingelassen. Zu Beginn des Experiments wurde epette mit Intrazellularlésung befillt
und der Silberdraht der Messelektrode in die Pepgétfihrt. Mithilfe eines Schlauchs und
einer Wassersaule wurde in der Pipette ein Ubekdetmeugt. Dieser verhinderte, dass die
Pipettendffnung beim Einflhren in die Badl6ésungst@pfte. Die Experimente wurden per
PULSE-Software tUber den Computer verfolgt und geste Beim Einflihren der Pipette
ins Bad entstanden sogenannte Offset-Potenzialesckhem Messelektrode und
Referenzelektrode. Diese kénnen zwischen den &ibeerchloridelektroden und den sie
umgebenden Losungen und/oder zwischen der Intrd- Extrazellularlosung (Liquid-
Junction-Potenzial) auftreten. Damit diese Potdéezike Messungen nicht verfalschten,
wurde derOffsetdurch Festlegen des Nullpunkts des Potenzials Badfihren der Pipette
ins Bad korrigiert. Im Falle der MeSGhaltigen Pipettenldsung bestand zwischen der
Intra- und Extrazellularlosung aufgrund der unteisdlichen Mobilitat der Anionen ClI
und MeSQ@ ein Liquid-Junction-Potenzial von -7 mV. Der Fetbei der Offset-Korrektur
wurde durch eine im PULSE-Programm implementiertaitiRe bericksichtigt. Anhand
eines wiederkehrenden Testspannungspulses wurde Pgegttenstrom durch das
Aufnahmeprogramm  kontinuierlich  aufgezeichnet. = Deraraus  errechnete
Pipettenwiderstand wurde angezeigt.

Abbildung 7: Mikroskopisches Foto eines pyramidal-gformten kultivierten hippocampalen Neurons.
(a) Apikaldendrit, (b) Basaldendriten, (p) Pipe{®,Soma der Zelle.
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Nach der Auswahl einer geeigneten Zelle wurde digpefusionsmindung in
unmittelbarer Nahe der Zelle platziert und die &etlit der Kontrollldsung superfundiert.
Mithilfe des Mikromanipulators und unter mikrosksgher Sichtkontrolle wurde dann die
Pipette an die Zelle gefuhrt. Beim Zellkontakt wairdnikroskopisch teilweise eine
Einwdlbung an der Zelle wahrgenommen, und UberRIakSE-Programm wurde durch
den zunehmenden WiderstandéR) eine Abnahme des durch den Testpuls vermittelten
Stroms beobachtet. Um eine feste Verbindung zwrsciMembran und Pipette
herzustellen, wurde durch leichtes Saugen Ubenesohlauch ein Unterdruck hergestellt,
bis es zu einem Widerstand im Gigaohm-Bereich k@igd-Seal. Durch Sog wurde der
Membran-Patch unter der Pipette ertffnet und eirgadg zum Inneren der Zelle
hergestellt. Dies hatte einen Einstrom der Pip&isemg in die Zelle zur Folge. In der nun
vorliegenden Whole-Cell-Konfiguration war es moflicdie Eigenschaften der in der
Membran befindlichen Kanéale durch ausgewahlte Spagspulsprotokolle und Variation

der Superfusion zu untersuchen.

3.4.5 Kapazitive Strome, Serienwiderstand, Leckstmm

Die Aussagekraft der Patch-Clamp-Experimente kaarchd eine Reihe von Faktoren
beeintrachtigt werden. Um die Messbedingungen zZimggren und die Korrektheit der
Messungen zu gewahrleisten, missen diese Faktesamtet und entsprechende Artefakte
kompensiert werden. In der Whole-Cell-Konfiguratidar Patch-Clamp-Technik ist die
Pipette mit der Membran der Zelle verbunden untt stmen elektrischen Zugang zum
Zellinneren her (Abb.8). Zur Erfassung der Kargdeschaften wird die
Potenzialdifferenz an der Membran mithilfe rechtéokiger Spannungspulse variiert.
Sowohl die in der Badlésung befindliche Pipettengvalts auch die Zellmembran stellen
einen Kondensator dar. Die Zellmembran besitzt aldgen ihrem Widerstand auch eine
Kapazitat (RC-Glied; Abb. 8). Der Kondensator wlydi jeder Spannungsanderung (zu
Beginn und zum Ende eines rechteckigen Spannurggsguhuf- und entladen. Bei diesem
Ladungsfluss entstehen kapazitive Strome, die rasskeigen und exponentiell abfallen.
Dieser Ladungstransfer kann durch eine Zeitkonstaeschrieben werden, die abhéngig
vom Widerstand und der Kapazitat ist £ R x C). Beim Eintauchen der Pipette
in die Badlosung entsteht eine schnelle Kompondaajgazitiver Strome durch einen

Ladungstransfer an der Pipettenwand. Die langsammp@nente entsteht nach dem
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Abbildung 8: Schaltbild elektrischer Eigenschaftender Whole-Cell-Konfiguration (nach Numberger &

Draguhn, 1996).

Rs: Serienwiderstand, d8a: Verbindungswiderstand zwischen Pipette und Membr@pr & Cu: Kapazitat der
Pipettenwand und der Zellmembran als Kondensat@chan Intra- und ExtrazellularlésungyRWiderstand tber der
Zellmembran.

Offnen der Zelle durch Umladungsvorgange an deinighbran. Bei jeder Anderung der
Spannung vergeht Zeit zum Auf- bzw. Entladen desid€osators. Bei sehr grof3en
Spannungsspringen kann der Regelkreis zum Konatterthder Membranspannung
Uberfordert sein. Zudem stéren die kapazitivenrBérdlie Aufzeichnung der Kanalstrome.
Daher wurde eine Kompensation der kapazitiven Aktef durchgefuhrt. Die hierfur

kompensierenden Strome werden nicht Uber den SBeamnungs-Wandler, sondern tber
einen getrennten Schaltkreis injiziert und bees¥&n somit nicht die Messung
(Numberger & Draguhn, 1996).

Der oben bereits erwahnte Kompensationsstrom zdiregloterhaltung der Sollspannung
(Usow) wird vom Silberdraht der Messelektrode ausgehépelr einen Widerstand ins
Innere der Zelle geleitet. Dieser Widerstand wisl $erienwiderstand grRbezeichnet. Er
ist abhéngig vom Pipettenwiderstand@Rund der Menge an Zellbestandteilen, die durch
das Offnen der Zelle in die Pipettensffnung gelang&bb. 8). An diesem Widerstand
erfolgt, proportional zu seiner GroRRe, bei einero®injektion in die Zelle ein

Spannungsabfall. Das Ergebnis ist ein sogenani@pannungsfehler”, der umso gréi3er
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ist, je groRer einerseitssRind andererseits der zu messende Strom ist. Eigesidem
Serienwiderstand dauert es aul3erdem langer, diebkégrspannung der Sollspannung
anzupassen, und es werden sprunghafte Leitfahsgkelerungen der Membran vom
Messsystem verzogert ,wahrgenommen® (Low-Pass#illBen Spannungsfehler Uber
dem Serienwiderstand und dessen Filterfunktionegilzu kompensieren. Hierzu wird zum
injizierten Strom ein Anteil addiert, der den erteten Verlust ausgleicht (Numberger &
Draguhn, 1996). Dies ermoglicht schnellere Umladg&nge des Membrankondensators
und eine genauere Anndherung der MembranspannungliearSollspannung. Nach
Kompensation des Serienwiderstandes vergréRernvseaierum die kapazitiven Strome,
die es auszugleichen gilt. In den Experimenten aanrdhen wurden durch Kompensation
Serienwiderstande zwischen 6 und 18Merreicht. Wahrend der Experimente an
HEK293-Zellen betrugen die kompensierten Seriengtdade zwischen 3 und 9(M

Neben den spannungsaktiviertei*8tromen werden bei der Patch-Clamp-Messung auch
sogenannte Leckstrome registriert. Diese Stromef3déin am Spalt zwischen Zelle und
Pipette und durch unspezifische Leckkanale derm#siibran (Numberger & Draguhn,
1996). Zur Erfassung des Kv-Kanal-vermittelten Bisomissen die unspezifischen
Leckstrome vom gesamten gemessenen Strom subtraf@eden. Die Leckstréme sind
abhangig von der Anderung des Potenzials und komnierHilfe von P/n-Protokollen
isoliert werden: Bei den Messungen an Kv4.2-KanaHenierenden HEK293-Zellen
wurde ein P/5-Protokoll verwendet. Hierzu wurde Anschluss an das Messprotokoll
dreimal ein Protokoll mit demselben zeitlichen Abilausgehend von -100 mV und 1/5
der Testspannungsspringe durchgefuhrt. Dadurch enuketine spannungsgesteuerten
Kanale aktiviert, wohl aber Leckstrome gemessems®ilLeckstrome wurden gemittelt,
durch Multiplikation mit 5 auf die wahren Testbeglimgen extrapoliert und vom

gemessenen Teststrom subtrahiert.
Die in den HEK293-Zellen vorkommenden endogeneansr (Jianget al, 2002) wurden

in der vorliegenden Arbeit vernachlassigt, da siecd die Uberexpression der heterolog

exprimierten Kv4.2-Kandle eine untergeordnete Replielten.
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3.4.6 Aufzeichnung und Auswertung der Messdaten

Zur Beschreibung der Eigenschaften makroskopisstréme wurden die Stromamplitude,
der Verlauf des Stromabfalls (makroskopische Ivadtiing) und der transmembranére
Ladungstransfer bestimmt. Zur Ermittlung des Aldivings- und Inaktivierungsverhaltens
der untersuchten Kanale wurden Fraktionen von Kamdlestimmt, die sich bei einer
bestimmten Membranspannung im inaktivierten odedivigkten Zustand befanden. Fur
diese Messungen diente eine Reihe von untersctiedi Spannungspulsprotokollen. In
den Experimenten an nativen hippocampalen Neuroamehan HEK293-Zellen wurden

sehr ahnliche Pulsprotokolle verwendet. Im Folgensiad Abweichungen der Protokolle
fur HEK293-Zellen gegeniber denen flir hippocampsarone in Klammern dargestellt.

Die Pulsprotokolle erfolgten ausgehend von einerteidatenzial (i) von -70 mV.

3.4.6.1 Eigenschaften makroskopischer Stréme

Zur Uberpriifung der Auspragung des NS5806-Effekisden die Auswirkungen auf den
gesamten Auswartsstrom hippocampaler Neurone uadKed.2-vermittelten Stroms in
HEK293-Zellen wahrend des Einwaschens der Substarfolgt. Es wurde ein

Pulsprotokoll mit einer Reihe von Spannungsspringen-110 mV auf +40 mV (Abb. 9)

gewahlt. Die Spannungspulse dauerten 150 ms undnti&sall zwischen den einzelnen
Pulsen betrug 2s. Das Protokoll dauerte insgesainé s und beinhaltete zwolf
Spannungspulse. Nach dem vierten Puls wurde digr&lbdsung durch eine Badlosung
mit 20uM NS5806 bzw. durch eine Badlésung mit der jewedshst hheren NS5806-

+ 40 mV
150 ms

-110 mV
250 ms

Abbildung 9: Pulsprotokoll zur Erfassung des NS5804&=ffekts wahrend des Einwaschvorgangs.

Nach einem Vorpuls auf -110 mV fiir 250 ms folgte 8pannungssprung auf +40 mV fiir 150 ms (es wui@esolche
Spannungsspriinge im Abstand von 2 s durchgefildh mlem vierten Spannungspuls erfolgte die Appbkatvon
NS5806). Die Datenaufzeichnung erfolgte mit eineamgle-Intervall von 50Qs.
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Konzentration ersetzt. Die Amplituden der ersteer Vbtrome, unter Superfusion der
Kontrollldsung, wurden gemittelt und die relativenplitudenveranderung der folgenden
Strome gegeniiber diesem Mittelwert dargestellt.rlgiee langere Zeitdauer (nach 3 - 5
min) war eine leichte Verstarkung der NS5806-E#ekru beobachten, welche
maoglicherweise auf einer Akkumulation der Substamder Membran bzw. in der Zelle

beruhte. Solche Langzeiteffekte wurden nicht umnight Es ist jedoch nicht

auszuschlieBen, dass insbesondere die Dosis-Wskbrgerimente durch solche
Akkumulationseffekte beeinflusst wurden. In den rhigeschriebenen Experimenten
wurden unmittelbar nach Einstellen eines (Pseusieady-Statedes NS5806-Effekts auf

die lgesamtAmplitude (Abb. 14B) weitere Pulsprotokolle gesar

Um die Eigenschaften désa kultivierter hippocampaler Neurone zu untersuchvem,de

ein Subtraktionsprotokoll zur Isolation dieser &tkmmponente vom gesamten neuronalen
Auswartsstrom durchgefihrt (Abb. 10). Hierzu wurdéndchst der gesamte neuronale
Auswartsstrom durch einen Spannungssprung von riM.Guf +40 mV gemessen. Der
nicht inaktivierende Anteil wurde dann durch ein8pannungspuls von -30 mV auf
+40 mV ermittelt. Durch Subtraktion des nicht ingldrenden Anteils vom gesamten
neuronalen Auswartsstrom ergab sich die Stromkudes Isa. Mit Hilfe dieses
Subtraktionsprotokolls ~ wurden gleichzeitig kapadti Komponenten und
Leckstromkomponenten eliminiert. In HEK293-Zellenrfoigte ein einzelner
Spannungssprung von -110 mV auf + 40 mV Uber Z&r<Ermittlung der Eigenschaften

des Kv4.2-vermittelten Stroms. Der Leckstrom wurber mit der P/5-Methode

+ 40 mV
1000 (1500) ms
-30 mV
VH VH
-110 mV
500 ms

Abbildung 10: Subtraktionsprotokoll zur Isolation deslsa vom gesamten neuronalen Auswartsstrom.
Nach einem Vorpuls auf -110 mV fiir 500 ms folgte 8pannungssprung auf +40 mV fiir 1000 (1500) mErassung
des gesamten neuronalen Auswartsstroms. Durch &ogpuls auf -30 mV, gefolgt von einem Spannungssgrauf
+40 mV, wurde der nicht inaktivierende Anteil egasind anschlieend vom gesamten Auswartsstromasust. Die
Datenerhebung erfolgte mit einem Sample-Interval 500us.

36



Material und Methoden

subtrahiert. Es wurden zunachst Experimente zwasKEung der Dosis-Wirkungsbeziehung
von NS5806 durchgefuhrt. Ein konzentrationsabhanrgkffekt auf die Stromamplitude
konnte durch folgende Gleichung beschrieben werden:

I/1 Kontrolle = 1/[1+ (C50/C)h] .

Der Effekt von NS5806 auf die Amplitude (Kohwote) iSt demnach abhéngig von der
Konzentration bei halb-maximaler Potenzierung/ligniing (Gg) und dem Hill-
Koeffizienten (h). Fur die Beschreibung der makaogskchen Inaktivierung wurde eine
doppelt-exponentielle Funktion an die abfallendadehder Stromkurven angepasst und so
die Zeitkonstanten der Inaktivierungigacs t2inac) Und deren prozentualer Anteil an der
Gesamtinaktivierung ermittelt. SchlieRlich wurde #é-vermittelte Ladungstransfer tber

die Membran (®) als Integral unter der Stromkurve Uber einenrZeinh von 1 s erfasst.

3.4.6.2 Erholung von der Inaktivierung

Die Erholung der Kandle von der InaktivierunRe€overy wurde mit Hilfe eines
Doppelpulsprotokolls untersucht (Abb. 11). Diesesthiglt einen Spannungspuls
(Kontrollpuls) Uber 150 ms (1000 ms) von -100 a0V, gefolgt von einem
Interpulsintervall bei -100 mV mit sich verdoppedndZeitdauer At) und einem zweiten
Spannungspuls (Testpuls) auf +40 mV dber 25 ms (Abp Die Amplitude der
Stromantwort auf den zweiten Puls relativ zur Aryade der Stromantwort

auf den ersten Pulstéh{ Ikontroe) Wurde jeweils gegen das Interpulsintervall autagsn.

+40mV +40mV
150 (1000) ms 25 ms

VH 100 mV VH
550 ms y
7/

-100 mV
5 bis 5120 ms
(6 bis 1536 ms)

Abbildung 11: Pulsprotokoll zur Erfassung der Erholung von der Inaktivierung.

Auf einen Spannungspuls auf +40 mV Uber 150 (10089)folgte in einem sich jeweils verdoppelnden Abdté& ms,
10 ms, 20 ms, 40 ms, etc.) ein zweiter Spannungsufl +40 mV Uber 25 ms. Das Vorpuls- und Interiptasvall lag
bei -100 mV. Das Intervall zwischen den Pulsprotigkobetrug 8 s, die Daten wurden mit einem Sarhptiervall von
1 ms erfasst.
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Diese Abhangigkeit wurde entweder durch eine emqonentielle Funktion (ein
Grol3teil der Daten von HEK293-Zellen) oder durcheedoppelt-exponentielle Funktion
(Daten von Neuronen und unter bestimmten Bedinguiggenessene Daten von HEK293-
Zellen) beschrieben und so die Zeitkonstante deolEng von der Inaktivierung ermittelt

(Trec(l), Trec(Z)) .

3.4.6.3 Spannungsabhdngigkeiten der Steady-Stakthlierung und  der
Aktivierung

Die Fraktion der Kandle, die sich iBteady-Statém inaktivierten Zustand befindet, ist
spannungsabhangig. Um diese Spannungsabhangigkelhaktivierung zu beschreiben,
wurde ein Protokoll mit variierenden Vorpulspoteten verwendet. Ausgehend vom V

erfolgte ein Vorpuls tber 1000 ms (1500 ms), ddolge war von einem Spannungspuls
auf +40 mV uber 50 ms. Das Vorpulspotenzial variewischen -120 mV (-110 mV) und
0 mV in Intervallen von 10 mVAV; Abb. 12). Die Amplitude des Stroms im Verhaltnis
zur maximalen Amplitude (Ihky) wurde in Abhéangigkeit vom Vorpulspotenzial
dargestellt. Die Spannungsabhangigkeit der Inaktinig der Kv4.2-Kanéle in HEK293-

Zellen wurde durch eine einfache Boltzmann-Funkbeschrieben:

I/ Imax =1/{1+ exp [(V — Vzinac) / Kinac{}-

Die relative Amplitude I/ hax bei einem bestimmten Vorpulspotenzial (V) ist aiig von
dem Potenzial bei halb-maximaler Inaktivierung/§®ac) und dem Steigungsfaktorifiy).
Die Spannungsabhangigkeit des inaktivierenden Mntei.a.lsa) deslgesamtKultivierter
hippocampaler Neurone wurde durch die Summe zvwssikher Boltzmann-Funktionen

beschrieben. Die aktivierten Kanale vermitteltero®e in Abhangigkeit von der Grole

+40 mV
-120 (-110) bis 0 mV 50 ms
1000 (1500) ms

VH VH

Abbildung 12: Pulsprotokoll zur Ermittlung der Spannungsabhéangigkeit der Inaktivierung.

Ausgehend von einem variierenden VorpulspotenZialr 000 (1500) ms folgte ein Spannungspuls aufmdQiber
50 ms. Das Vorpulspotenzial variierte zwischen -¢2Q20) und 0 mV. Die Spannungsspriinge erfolgter\bstand von
15 s, die Daten wurden mit einem Sample-Intervati 800us erfasst.
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der aktivierenden Spannung. Zur Erfassung der Spaysabhangigkeit der Aktivierung
wurde in den folgenden Experimenten ein Pulsprdtokot Spannungsspriingen auf
unterschiedliche Potenziale verwendet. Ausgehend &mem Vorpulspotenzial von
-110 mV erfolgten aktivierende Spannungsspriinge r tb80 ms (1000 ms) auf
Testpotenziale zwischen -90 mV und +70 mV mit eingbstand von 10 mV (Abb. 13).
Die Leitfahigkeit bei einem bestimmten Testpotehzi&y) wurde durch das K
Gleichgewichtspotenzial (&, der Peak-Stromamplitude bei diesem Testpotefiziplind
dem jeweiligen Testpotenzial (V) nach folgendematusienhang ermittelt:

Gv =W (V- K).

Die Berechnung der Leitfahigkeiten wurde mit ein&ftGleichgewichtspotenzial &
von -80 mV durchgefuhrt. Die Leitfahigkeit im Veltris zur maximalen Leitfahigkeit
(G/ Gnay wurde in Abhangigkeit vom Testpotenzial dargdist&®ie Daten lieBen sich
durch eine ,offene” (d.h. das Maximum ist nicht alffixiert) Boltzmann-Funktion
4. Ordnung beschreiben:

G/ Grnax Gmax {1 + exp [(V- Vizad)! K]}2.

Die Veranderung der Leitfahigkeit (G) durch ein theamtes Potenzial (V) ist somit
abhangig von der Spannung bei halb-maximaler Adatiig (Mi2ac) und dem
Steigungsfaktor k. Zur lllustration der Gh&Kurven wurden die Messdaten auf den
theoretisch ermittelten fac-Wert normiert. Die angegebenengsWerte sind die
Potenziale, bei denen die obige Boltzmann-Funidio@rdnung den Wert 0,5 hat.

-90 bis +70 mV
500 (1000) ms

VH VH
-110 mV
200 ms

Abbildung 13: Pulsprotokoll zur Ermittlung der Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung.

Ausgehend von einem Vorpuls auf -110 mV folgtenvédttende Spannungsspriinge auf Testpotenziale kese90 und
+70 mV Uber 500 (1000) ms. Die SpannungsspringBimV-Intervallen erfolgten in einem Abstand vonslMie
Daten wurden mit einem Sample-Intervall von 3SCerfasst.

39



Material und Methoden

3.4.6.4 Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehdes Mittelwerts (SEM Standard
Error of the Meal dargestellt. Die statistische Signifikanz derdkté von NS5806 wurde
mit Hilfe des gepaarten T-Tests nach Student bzwereVarianzanalyse (ANOVA
Analysis of Variance mit Hilfe des Tukey-HSD Tests (HSDHonestly Significant
Differencg durchgefihrt. P-Werte < 0,05 sind durch ein Steem (*), P-Werte < 0,001
durch zwei Sternchen (**) und P-Werte <0,0001 durdrei Sternchen (***)
gekennzeichnet. Die Korrelation zweier Gruppen ggseeer Werte erfolgte mit Hilfe der
Korrelationsanalyse nach Pearson. Es wurde deekaionskoeffizient (r) und der P-Wert
fur die Signifikanz der Korrelation bestimmt. DieoKelationsanalyse wurde mit Prism 5
(GraphPad-Software) durchgefiihrt und alle andetatisBschen Tests mit KaleidaGraph
4.0 (Synergy-Software).
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4. Ergebnisse

4.1 Effekt von NS5806 auf K-Strome in kultivierten

hippocampalen Neuronen der Ratte

Es wurden die akuten Auswirkungen einer Applikatier Substanz NS5806 auf'K
Auswartsstrome in kultivierten hippocampalen Neerorder Ratte in der Whole-Cell-
Konfiguration der Patch-Clamp-Technik untersucht.er D gesamte neuronale
Auswartsstrom lgesam) Setzte sich aus einem schnell inaktivierendenyp-$trom (sa)

und einer nicht oder nur langsam inaktivierendestfS¢rom-Komponentdg) zusammen.

4.1.1 Zeitabhangige Auspragung des NS5806-Effekts

Zunachst wurde die Auswirkung von gM NS5806 auf denlgesamt Wwahrend des

Einwaschvorgangs der Substanz verfolgt (Abb. 14as DPulsprotokoll wéhrend des
Einwaschens diente zur Beurteilung der Einstellemes ,Pseudo“-Steady-States des
NS5806-Effekts. Die Bezeichnung ,Pseudo”-SteadyeStammt Bezug auf die Tatsache

A B
NS5806 20 uM —»>

AN

A I I O A e I I

1,2
1,1

107 e o o &
0,9 ; : I I
0 4 8 12 16
Zeit (s)

Abbildung 14: Einwasch-Effekte von 20uM NS5806 auf den lgesamt Kultivierter hippocampaler
Neurone.

(A) Oben: Das Pulsprotokoll und die entsprechentleswartsstrome wéhrend des Einwaschens von 20 pu5BOB
Applikation der Substanz nach dem vierten Spanmuigqn = 22). Unten: Relative Amplitudenzunahme rgéd der

Superfusion von NS5806. (B) Exemplarische Darstgliutes inaktivierenden Anteils der Stromkurven (&ein
Subtraktion) de$gesamwahrend der Applikation von 20M NS5806.

Relative
Stromamplitude
L
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dass keine potenziellen Langzeiteffekte der lipgohiSubstanz NS5806 untersucht
wurden. Hierzu wurde ein Protokoll mit 12 repegtivSpannungsspringen auf +40 mV im
Abstand von 2 s verwendet (siehe 3.4.6.1). WahdasdEinwaschens von NS5806 kam es
zu einer relativen Amplitudenzunahme um 12 % im giech zur Kontrolle (n = 22;

p < 0,0001; Abb. 14A). Aul3erdem zeigten die Strom&n eine deutliche Verlangsamung
der Inaktivierung (Abb. 14B). Ferner wurde beobathtlass die Amplitude des ersten
Stroms unter Superfusion der Kontrolllosung grof¥ear als die folgenden drei
Kontrollwerte (Abb. 14A). Vermutlich fand wahrenéslinterpuls-Intervalls von 2 s keine
vollstandige Erholung von der Inaktivierung stélies wurde in Kauf genommen, um die

zeitliche Auflésung des Einwaschvorgangs zu gevedsidn.

4.1.2 Effekt von NS5806 auf dehsa

Der Effekt von NS5806 auf ddga wurde in der vorliegenden Arbeit genauer untersuch
Der Isa wurde zunédchst vom gesamten Auswartsstrom mit eHilkines
Subtraktionsprotokolls isoliert (siehe 3.4.6.1; AkB). Zunachst wurde delgesamt

ausgehend von einem Vorpuls auf -110mV mit Hilfenee depolarisierenden

A B C

Kontrolle

NS5806

+40 mV

-110

Abbildung 15: Repréasentative  Stromkurven  kultivierter  hippocampaler Neurone unter
Kontrollbedingungen und in Gegenwart von 20 uM NS586.

(A) lgesamunter Kontrollbedingungen (oben) und in Gegenwart NS5806 (unten) sowie das zugehdrige Pulsprdtoko
(B) Ir unter Kontrollbedingungen (oben) und in Gegenwart NS5806 (unten), ermittelt durch ein Pulsprotbkut
einem Vorpuls auf -30 mV. (Qka, ermittelt durch Subtraktion des (B) vom Igesamt(A) unter Kontrollbedingungen
(oben) und in Gegenwart von 2M NS5806 (unten).
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Spannungspulses auf +40 mV erfasst (Abb. 15A).ndlshstes wurde durch einen Vorpuls
auf -30 mV delsa vollstandig inaktiviert und nur der langsam bzveht inaktivierenddr
aufgezeichnet (Abb. 15B). Die Subtraktion tiesom lgesamtergab dersa (Abb. 15C) und
ermoglichte die Ermittlung seiner Eigenschaften.

Es wurden die Amplitude ddsa, dessen Inaktivierungskinetik und der Ladungsfeans
unter Kontrollbedingungen und in Gegenwart vonuRDNS5806 verglichen (Abb. 16).
Die Isa-Amplituden lagen unter Kontrollbedingungen zwisth@,6 und 9,2 nA
(4,22 £0,33 nA; n=22). Der Verlauf der Inaktiieg konnte durch eine doppelt-
exponentielle Funktion mit einer schnellen und elaagsamen Komponente beschrieben
werden fiinact= 11,6 + 1,6 MStoinact= 143 £ 31 ms; n = 22). Der Anteil vaninact an der
gesamten Inaktivierung betrug unter Kontrollbedimgen 79 £ 2 % (n = 22). Wurde das
Experiment in Gegenwart von 20 uM NS5806 wiederhaktigte sich eine leichte
Reduktion derlsa-Amplitude und eine deutliche Verlangsamung der noslopischen
Inaktivierung (Abb. 16A, B). Die relative Amplituden Vergleich zur Kontrolle betrug
0,76 £ 0,04 (n=22; p<0,0001). Die Zeitkonstarder schnellen Komponente der

A B C
1,41
3
2 1,27 1,0 1
235
E 101 o
Kontrolle SE 081 T 038 1
8 Fekk
\ o 06 .
_lwﬁ\ﬂw » 0.4] g 0,6 -
—~ o~ Kk ~
EE " @ 041
\ g g 100— j’ *kk
. NS5806 S = 02 -
\\M. <J D z//‘ _—
R J1 nA 104
. 200 ms Kontrolle 20 uM Kontrolle 20 uM
-30
110}

Abbildung 16: Isa-Eigenschaften kultivierter hippocampaler Neurone n Gegenwart von 20uM
NS5806 im Vergleich zur Kontrolle.

(A) Reprasentative Stromkurven dés. unter Kontrollbedingungen (oben) und in Gegenwemt 20 M NS5806
(unten). (B) Veranderung der Stromamplitude (obew) der Zeitkonstanten der Inaktivierung (untefiiac, T2inacy) in
Gegenwart von 20M NS5806 (n = 22). (C) Transmembranérer Ladungsfearis nC unter Kontrollbedingungen und
in Gegenwart von 2(M NS5806 (Kontrolle: unausgefillt; NS5806: rot; r26; ** p < 0,001; *** p < 0,0001).
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Inaktivierung €iinac) betrug in Gegenwart von 201 NS5806 42,7 = 3,4 ms (p < 0,0001)
und die der langsamen Komponenign{c) 338 £ 44 ms (p = 0,0008; n = 22; Abb. 16B).
Der Anteil vontiinactan der Inaktivierung war auf 70 + 3 % reduziert=(82, p = 0,0049).
Trotz der Suppression der Stromamplitude kam eschduxS5806 aufgrund der
verlangsamten Inaktivierung zu einer deutlichen aume des Ladungstransfers. Die
Ladung (Q) unter Kontrollbedingungen betrug 0,33 = 0,04 n@ war in Gegenwart von
20 uM NS5806 auf 0,62 + 0,05 nC erhéht (n = 20;(6001; Abb. 16C).

4.1.3 Effekt von NS5806 auf die Stromamplitude dds

Die Zunahme der Amplitude des gesamten neuronaleswartsstroms bei gleichzeitiger
Abnahme der Amplitude des$sa fihrte zu der Annahme, dass eine zusatzliche
Beeinflussung weiterer Anteile des gesamten Ausstidms durch NS5806 stattfand.
Deshalb wurde die Auswirkung von NS5806 auf die Amage deslr untersucht (Abb.
17). Die Stromamplitude dds lag unter Kontrollbedingungen zwischen 2,9 undnA8
(5,47 £ 0,25 nA; n=21). In Gegenwart von 20 uM35886 kam es zu einer geringen,
nicht signifikanten Amplitudenabnahme. Die relativemplitude im Vergleich zur
Kontrolle betrug 0,9 + 0,04 (n = 21; p = 0,0531;0AR7B). Aufgrund des geringen Effekts
von NS5806 auf detr wurde ein anderer Zusammenhang fur die ZunahmAmgtitude

deslgesamibei gleichzeitiger Abnahme dés, vermutet.

A B
I [
R 3 14
Kontrolle = |
o 1,2
[20umNsssos § 0|
& )
o 0,8
=
ul\Mch n o 0,4
----------------------------------- 100 ms
+40 Kontrolle o uM
vy NS5806

Abbildung 17: Effekt von 20 uM NS5806 auf die Amplitude desr hippocampaler Neurone.
(A) Reprasentative Stromkurven desunter Kontrollbedingungen und in Gegenwart voru®0NS5806. (B) Relative
Amplitudenabnahme dés in Gegenwart von 20 uM NS5806 (Kontrolle: unaugtiefNS5806: rot; n = 21).
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4.1.4 Korrelation der Veranderung der Amplitude deslsa und der

Veranderung des Serienwiderstands (B

Im Zusammenhang mit der Amplitudenabnahme Htgsin Gegenwart von NS5806
wurden Serienwiderstandsénderungen (siehe 3.4.B)ewd der Experimente untersucht.
Die Abnahme der Amplitude ddsa wurde mit der Serienwiderstandsdnderung mittels
einer detaillierten Korrelationsanalyse verglichemm zu ermitteln, ob die
Amplitudenabnahme als Folge eines zunehmendenn3edierstands wahrend des Patch-
Clamp-Experiments oder als Effekt von NS5806 zwesakt. Die Darstellung der relativen
Amplitudenveranderung des Isa in  Abhangigkeit von der relativen
Serienwiderstandsénderung ergab jedoch keine Kaioel (r=0,1286; n =22,

p = 0,5785; Abb. 18A). Auch die relative Anderungy &eitkonstanten der Inaktivierung
korrelierte nicht mit der relativen Serienwiderstsainderung (= 0,1683, ¥ = 0,1456;
n=22; pn=0,4659, p=0,5289; Abb. 18B). Da weder die Veranderung Aeplitude
noch die der makroskopischen Inaktivierung mit S8erienwiderstandsanderung wahrend

A B
S b= o4ese po0ss
= © =0, =0,
1.2- p: 0,5785 2 30 P1 | P>
: ? . E 1
2 | S A X 254 § o
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g 08, o° ® e, 0 |
@ Cee® L < : u
8 ° e = 151 AN |
< 089 e . £ S10- .
< ‘ ° - : .
\(D | v ow ! JAN AN A
§ 041 . ® 2% 5 g WO Oom
= 1 T & A Al AN
g ‘ S | (et O ".
e — . : o
0,8 1,2 1,6 2,0 VANN | 0,8 1,2 1,6 2,0
Relativer Rg (NS5806 / Kontrolle) Relativer Rg (NS5806 / Kontrolle)

Abbildung 18: Korrelation der relativen Amplitudenv eranderung und der relativen Verénderung der
Inaktivierungszeitkonstanten mit der Serienwiderstandsdnderung wahrend der Experimente an

kultivierten hippocampalen Neuronen.

(A) Korrelation des NS5806-Effekts auf die Amplieudleslsa mit der Serienwiderstandsénderung wéahrend des
Experiments (n = 22). (B) Korrelation des NS5806ekt$ auf die Zeitkonstanten der makroskopischektiliarung
(Tainacy, T2inac) Mt der Serienwiderstandsénderung wéahrend desriiwpnts (n = 22).
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des Experiments korrelierte, wurden die beobacdht&ifekte auf dersa als NS5806-
vermittelt betrachtet.

4.1.5 Effekt von NS5806 auf die Kinetik der Erholug von der
Inaktivierung

Die Kinetik der Erholung von der Inaktivierungécovery deslgesamtwurde mit einem
Doppelpulsprotokoll unter Kontrollbedingungen umd Gegenwart von 20M NS5806
untersucht und mit einer doppelt-exponentiellenkion beschrieben (Abb. 19; 3.4.6.2).
Unter Kontrollbedingungen betrug die Zeitkonstadex schnellen Komponente:e (1)
40,2 £ 6,0 ms und die der langsamen Komponettee] 1443 + 184 ms (n=9). Der
Anteil der schnellen Komponente an der Erholung &en Inaktivierung betrug 66 + 4 %
(n=9). In Gegenwart von 32M NS5806 kam es zu einer nicht signifikanten
Beschleunigung der schnelletie§1)= 30,6 £ 3,5 ms; n=9; p=0,1031), jedoch meei
deutlichen Beschleunigung der langsamen Komponedée Erholung von der
Inaktivierung €rec2) = 592 £ 93 ms; n = 9; p = 0,0048; Abb. 19B). Dextdil der schnellen
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Abbildung 19: Effekt von 20 uM NS5806 auf die Erhaling von der Inaktivierung desl gesamtkultivierter
hippocampaler Neurone.

(A) Exemplarische Stromkurven unter Kontrollbedingan (oben) und in Gegenwart von 20 pM NS5806 (Dn(®)
Amplitude der zweiten Stromantwort, jeweils norriauf die Amplitude des vorausgegangenen Kontroltss und
aufgetragen in Abhangigkeit vom Interpulsinteruatiter Kontrollbedingungen und in Gegenwart von 30 NS5806.
Die Recovery-Kinetik wurde durch eine doppelt-exptiale Funktion beschrieben mit einem Anteil vo-& % der
schnellen Komponente. Gepunktete Linien simuligten Verlauf der einzelnen Komponenten (Kontrolleawsgefiillt;
NS5806: rot; n = 9).
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Recovery-Komponente an der Erholung von der Inakimg war in Gegenwart von
NS5806 auf 78 = 2 % erhoht (n = 9; p = 0,0163).

4.1.6 Effekt von NS5806 auf die Spannungsabhangigkeder Steady-
State-Inaktivierung

Die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung wurd@& minem Vorpulsprotokoll
untersucht (3.4.6.3), und die gewonnenen Daten evurdurch die Summe aus 2
Boltzmann-Funktionen beschrieben (Abb. 20). Untentfollbedingungen ergab dies zwei
ViginactWerte  (Mpinact)=-77,2 £ 2,7 mV,  Yoinacte)= -26,7 £ 4,2 mV) mit zwel
entsprechenden Steigungsfaktoremafi)= 7,8 + 1,0 mV, kact2)= 7,9 £ 0,7 mV; n = 4).
In Gegenwart von 20 uM NS5806 waren die Spannuingsejigkeiten der Inaktivierung
zum Teil zu negativeren Potenzialen verschobemigd)= -86,1 = 3,1 mV, p = 0,0040;
Vipinact2)= -28,6 £2,8 mV, p=0,6314; n=4). Die Steigsfagtoren waren durch
NS5806 nicht signifikant  beeinflusst ifk«1=7,8+0,5mV, p =0,9920;
Kinact2) = 14,8 = 4,3 mV, p = 0,1736; n = 4; Abb. 20B).

Die Inaktivierung dedsa war in Gegenwart von NS5806 deutlich verlangsanit,emner
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Abbildung 20: Effekt von 20 uM NS5806 auf die Sparungsabhangigkeit der Inaktivierung desl gesamt
kultivierter hippocampaler Neurone.

(A) Exemplarische Stromkurven des Inaktivierungsgiolls unter Kontrollbedingungen und in Gegenwan 20 uM
NS5806. (B) Teststromamplitude im Verhaltnis zur meaten Stromamplitude dargestellt als Funktion whAngigkeit
vom Vorpulspotenzial. Die Daten wurden mit der Sweras 2 Boltzmann-Funktionen beschrieben. Gepunkieien
simulieren den Verlauf der einzelnen Komponenteonfolle: unausgefillt; NS5806: rot; n = 4).
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signifikanten Zunahme der schnellenidac) und der langsamen Komponentenge) der
Inaktivierung. Dadurch war der Ladungstransferldgsn Gegenwart von NS5806 erhoht.
Die Erholung dedgesamtvon der Inaktivierung wurde durch NS5806 beschigiyumit
einem signifikanten Effekt auf die langsame Kompuaetrec2). Schlielllich wurde die
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung durch N850 negativeren Potenzialen

verschoben.

Zusammenfassend fuhrte NS5806 in kultivierten hgapaepalen Neuronen zu einer
Modulation deslgesamt Und seiner einzelnen Komponenten, insbesondere ddwelsa.
NS5806 flihrte zu einer Zunahme der Amplitude desuggen Auswartsstroms, jedoch zu
einer deutlichen Abnahme der Amplitude dkes. Es kam zu keiner signifikanten
Beeinflussung deslr. Es ist nicht auszuschlie3en, dass sich durchneibisher
unverstandenen Hysterese-Effekt die initial regig |gesastAmplitudenzunahme durch

NS5806 wahrend des Experiments in eine SuppredsioStromamplitude umwandelte.

4.2 Effekt von NS5806 auf ternare Kv4.2/KChIP3/DPP&-
Komplexe in HEK293-Zellen

Im Anschluss an die Experimente zur nativextKomponente kultivierter hippocampaler
Neurone wurde der Effekt von NS5806 auf rekombi@atanalkomplexe in HEK293-
Zellen untersucht. Der neuronadg ist als Strom beschrieben, welcher durch Kv4-Kanal
im ternaren Komplex mit deprUntereinheiten KChIP und DPP vermittelt wird (Nhea
al., 2003; Jernget al, 2005). Um den Effekt von NS5806 auf dig-Komponente der
kultivierten hippocampalen Neurone nachzuempfindemirden zunéchst ternare
Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-Komplexe in HEK293-Zellen expiert und in Abwesenheit und

Gegenwart von NS5806 funktionell charakterisiert.

4.2.1 Zeitabhangige Auspragung des NS5806-Effekts

Zunéchst wurde zur Beurteilung eines ,Pseudo”-Steatdtes des NS5806-Effekts die
Auswirkung auf die Amplitude des Stroms wahrend B@swvaschvorgangs untersucht.

Hierzu wurde, wie bei den Neuronen, ein Pulspratokestehend aus repetitiven
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Abbildung 21: Einwasch-Effekte von 20 uM NS5806 aufie Amplitude ternarer Kv4.2/KChIP3/DPP6-
S-Komplexe.

(A) Oben: Das Pulsprotokoll und die entsprechenfleswartsstrome wahrend des Einwaschens von 20 u5BOEB
Applikation der Substanz ab dem vierten Spannurigsfpu= 26). Unten: Relative Amplitudenzunahme wabreler
Superfusion von NS5806. (B) Exemplarische Darstglldar Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-Strome wéhrend der Agidn
von 20uM NS5806.

Spannungspulsen verwendet (siehe 3.4.6.1). Dieikgifmn von 20uM NS5806 fiihrte zu
einer relativen Amplitudenzunahme um 66% im Vediezur Kontrolle (p < 0,0001;
n = 26; Abb. 21A, B). Die Stromkurven zeigten awuléen eine deutliche Verlangsamung
der Inaktivierung (Abb. 21B). Im Gegensatz zum Viehsverlauf in Neuronen unterschied
sich der erste Kontrollstrom nicht von den folgamddrei Kontrollstromen. Weitere
Experimente wurden erst nach dem Erreichen einssufdb“-Steady-States des NS5806-
Effekts durchgefiuhrt.

4.2.2 Konzentrationsabhéngiger Effekt wvon NS5806 du die
Eigenschaften makroskopischer Kv4.2/KChIP3/DPP6-Si&me

Nach dem Einwaschen von NS5806 wurden die Eigeftechder Kv4.2/KChIP3/DPP6-
S-vermittelten Strome untersucht. Die NS5806-Kotation wurde variiert und der
NS5806-Effekt in  Abhangigkeit von der Konzentratiordargestellt. Unter
Kontrollbedingungen vermittelten die Kv4.2/KChIP®P6-S-Kanale schnell aktivierende
und inaktivierende Stréome mit Amplituden zwischef @nd 23,8 nA (8,6 + 1,2; n = 14).
Die Superfusion von NS5806 mit aufsteigenden Kotraéionen (0,66, 2, 6,6, 20, 66 und
200 uM) fuhrte ab einer bestimmten Konzentration ezner Modulation der Strome
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Abbildung 22: Konzentrationsabhangigkeit des Effeks von NS5806 auf ternare Kv4.2/KChIP3/DPP6-

S-Komplexe in HEK293-Zellen.

(A) Repréasentative Stromkurven unter Kontrollbedimgen und in Gegenwart von NS5806 in Konzentrationem
0,66-200 pM. (B) Oben: Relative Amplitudenzunahm@lmangigkeit von der NS5806-Konzentration dargéstieirch
eine Hill-Funktion. Unten: Zeitkonstanten der Irgldrung (iinacy, t2inac) dargestellt in Abhéangigkeit von der NS5806-
Konzentration (n = 14). (C) Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-vitefter Ladungstransfer unter Kontrollbedingungend in
Gegenwart von 20, 66 und 200 uM NS5806 (Kontraiteusgefillt; 20 uM NS5806: rot; 66 UM NS5806: b0 uM
NS5806: griin; ** p < 0,001; *** p < 0,0001; n = 14)

(Abb. 22A). NS5806 fiihrte zunéchst zu einer konzagimnsabhéangigen Potenzierung der
Stromamplitude, allerdings war bei hoheren Konzimnen eine Abnahme der
Potenzierung zu beobachten. Ab einer Konzentration 2uM NS5806 wurde die
Stromamplitude erkennbar beeinflusst. In Gegenwamt20 pM NS5806 zeigte sich eine
relative Amplitudenzunahme um 66 % (p = 0,0016;1¥+=Abb. 22B). Bis 6G6:M NS5806
kam es kumulativ zu einer relativen Amplitudenzunahum 56% im Vergleich zur
Kontrolle (p =0,0012; n=14). Eine weitere Steigey der Konzentration auf 200 uM
resultierte nur in einer Potenzierung der Amplitwse 21% im Vergleich zur Kontrolle
(p =0,108; n = 14). Aus der NS5806-Dosis-Wirkungsk liel3 sich die Konzentration fur
die halb-maximale Potenzierung und der Hill-Koe#it ermitteln (EGo= 6,9uM;
h=1,9; Abb. 22B).

Die Inaktivierungskinetik der Kv4.2/KChIP3/DPP6-8rmittelten Stréme wurde durch
eine doppelt-exponentielle Funktion beschriebentetJKontrollbedingungen betrug die
Zeitkonstante der schnellen Komponentende) 32,8 + 1,1 ms und die der langsamen
Komponente 1inac) 206 £33 ms. Der Anteil der schnellen Komponerste der

Inaktivierung betrug 95+ 1% (n=14). In Gegenwadn NS5806 zeigte sich eine
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deutliche Verlangsamung der Inaktivierung. In Gegam von 20 uM NS5806 betrug
T1inact 68,7 = 3,1 ms (p < 0,0001) unghact224 + 8 ms (p = 0,6184; n = 14). Der Anteil der
schnellen Komponente an der Inaktivierung betrug+5% (p <0,0001). Mit
zunehmender NS5806-Konzentration wurde eine immarkere Verlangsamung der
Inaktivierung beobachtet (Abb. 22A, B). In Gegenwarn 200uM NS5806 betrugiinact
123 + 11 ms (p < 0,0001) ungnact 520 + 81 ms (p < 0,0001; n = 14). Durch Potenzigru
der Amplitude und Verlangsamung der Inaktivieruragnkes mit zunehmender NS5806-
Konzentration zu einer Zunahme der durch den KWCRMP3/DPP6-S-Kanal vermittelten
transmembrandaren Ladung (Abb. 22C). Die Ladung k) (Q betrug unter
Kontrollbedingungen 0,66 =+ 0,12 nC (n = 14). In &agart von 20 uM NS5806 kam es
zu einer Zunahme der Ladung auf 2,41 + 0,5 nC=(@,0078) und in Gegenwart von
66 UM NS5806 auf 3,77 £0,79 nC 20,0001; n=14). Trotz der abnehmenden
Potenzierung der Amplitude kam es in Gegenwart 200 UM zu einer Zunahme der
Ladung auf 3,32 £ 0,85 nC im Vergleich zur Konteols < 0,0001; n = 14; Abb. 22C).
Der ermittelte Ladungstransfer in Gegenwart von g2BDwar geringer als in Gegenwart
von 66 uM, jedoch noch deutlich gré3er als in Gegetvon 20 uM NS5806. Dieser
Effekt ist als Kombination aus der maximalen Vegsamung der Inaktivierung des

Stroms und der vergleichsweise geringen UmkehAdgslitudenzunahme zu sehen.

4.2.3 Effekt von NS5806 auf die Erholung der Kv4.RIChIP3/DPP6-S-

Kanéle von der Inaktivierung

Als nachstes wurde die Wirkung von NS5806 auf diboking von der Inaktivierung
(Recovery der ternaren Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-Kanale untersuodke Versuche wurden
mit 20 und 66 uM NS5806 durchgefuhrt. Die Recouvenyetik wurde mit einer einfach-
exponentiellen Funktion beschrieben (Abb. 23B). Rexovery-Zeitkonstanteré;) betrug
unter Kontrollbedingungen 11,7 + 0,8 ms (n = 9). Gegenwart von NS5806 war die
Erholung von der Inaktivierung konzentrationsabhdngerlangsamt. Die Recovery-
Zeitkonstante 1ec) war in Gegenwart von 2eM NS5806 auf 21,8 £ 4,2 ms (p = 0,0269)
und in Gegenwart von 66 uM NS5806 auf 50,9 + 11s5arhoht (p = 0,0046; n =9). In
Gegenwart von NS5806 zeigte der Verlauf der Erhplder Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-

Kanale von der Inaktivierung zusatzlich eine lamgsaKomponente (Abb. 23B). Die
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Abbildung 23: Effekt von NS5806 auf die Erholung tenarer Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-Komplexe von
der Inaktivierung.

(A) Exemplarische Stromkurven unter Kontrollbedingan (oben) und in Gegenwart von 20 pM NS5806 (On(®)
Amplitude der zweiten Stromantwort jeweils normiauf die Amplitude des vorausgegangenen Kontrolssr und in
Abhé&ngigkeit vom Interpulsintervall dargestellt doureine einfach-exponentielle Funktion. Es wurdesteD unter
Kontrollbedingungen und in Gegenwart von 20 undi&6NS5806 erhoben. Gepunktete Linien beschreiberDditen
durch doppelt-exponentielle Funktionen (Kontrolleausgefiillt; 20 uM NS5806: rot, 66 uM NS5806: blae 9).

Ergebnisse der Recovery-Kinetik rekombinanter K\ehlkomplexe stehen im Gegensatz
zum Effekt von NS5806 auf die Erholung von der tha&rung der nativen neuronalen
Kanale (Abb. 19). Beide Zeitkonstanten des dopgegbenentiellen Verlaufs der Erholung
von der Inaktivierung dekesamtwaren in Gegenwart von NS5806 zum Teil signifikant

erniedrigt und nicht erhéht.

4.2.4 Effekt von NS5806 auf die Spannungsabhéangigke von
Inaktivierung und Aktivierung der Kv4.2/KChIP3/DPP6 -S-Kanale

Die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung wurd@& minem Vorpulsprotokoll
untersucht (Abb. 24A) und die gewonnenen Daten ldueme Boltzmann-Funktion
1. Ordnung beschrieben (siehe 3.4.6.3; Abb. 24B¢ Spannung bei halb-maximaler
Inaktivierung (Msinac) unter Kontrollbedingungen betrug -45,7 £ 0,9 m\hdu der
Steigungsfaktor (kac) 8,3 £ 0,5 mV (n =5). NS5806 filhrte bei einer Kentration von
20 UM zu einer deutlichen Verschiebung der Ina&timngskurve zu negativeren
Potenzialen (W2inact = -59,3 = 1,1 mV; p <0,0001) und zu einem steieNVerlauf
(Kinact=5,4 £ 0,2 mV; p=0,001; n=5). In GegenwartnvblS5806 flhrten demnach
bereits negativere Vorpulspotenziale zur Inaktiviey der Kandle (Abb. 24B). Die
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Abbildung 24: Effekt von 20 uM NS5806 auf die Spamungsabhéngigkeit der Inaktivierung und der

Aktivierung ternarer Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-Komplexe.

(A) Exemplarische Stromkurven des Inaktivierungspkolls unter Kontrollbedingungen und in Gegenweam 20 pM
NS5806. (B) Spannungsabhangigkeit der Inaktivierdgggestellt durch eine Boltzmann-Funktion 1. Ordnung
(Kontrolle: unausgefiillt, NS5806: rot; n=5). (Cxemplarische Stromkurven des Aktivierungsprotokalister
Kontrollbedingungen und in Gegenwart von 20 uM NEB8(D) Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung dstejt
durch eine Boltzmann-Funktion 4. Ordnung (Kontrolleausgefiillt; NS5806: rot; n = 9).

Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung wurde miteginTestpulsprotokoll untersucht,
und die gewonnenen Daten wurden mit einer Boltzrfamktion 4. Ordnung beschrieben
(siehe 3.4.6.3; Abb. 24D). Die Spannung bei halkimaler Aktivierung (\y,5) unter

Kontrollbedingungen betrug 14,1 + 2,8 mV und degi@ingsfaktor (kg 28,5+ 0,8 mV

(n=9). In Gegenwart von 20 pM NS5806 betrugs\6,7 £3,1 mV (p = 0,0442) und
Kact29,3 £ 0,7 mV (p = 0,2451; n = 9). Offensichtlibbwirkt NS5806 eine Verschiebung
der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu negegn Potenzialen ohne

nennenswerte Auswirkung auf die Steilheit (Abb. 24D
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Zusammenfassend fuhrte NS5806 in ternaren Kv4.2IR8DPP6-S-Komplexen zu einer
konzentrationsabhangigen Potenzierung der Stromtumel mit abnehmender
Potenzierung bei héheren Konzentrationen und zweredeutlichen Modulation der
Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften. Meaktivierung der Strome wurde mit
zunehmender Konzentration deutlich verlangsamt, derdLadungstransfer war somit in
Gegenwart von NS5806 erhoht. Die Erholung von daktivierung wurde in Gegenwart
von NS5806 mit zunehmender Konzentration verlangsad$5806 fuhrte zu einer
Verschiebung der Spannungsabh&ngigkeit der Inaktiig zu negativeren Potenzialen
mit einem steileren Kurvenverlauf. Die Effekte vii$5806 in HEK293-Zellen &hnelten
den Effekten auf die Strome kultivierter hippocatepaNeurone, jedoch unterschieden
sich die Effekte auf die Stromamplitude und auf Brbolung von der Inaktivierung. Die
Stromamplitude rekombinanter Kv4.2/KChIP3/DPP6-Si#leomplexe wurde stark
potenziert und nicht inhibiert, wie ddea kultivierter hippocampaler Neurone. Die
Erholung der Kv4-Kanalkomplexe von der Inaktivieguwurde verlangsamt und nicht,

wie bei den Kanalen kultivierter hippocampaler Newr, beschleunigt.

4.3 Effekt von NS5806 auf terndre Kv4.2-N587fsX1/KRIP3/
DPP6-S-Komplexe in HEK293-Zellen

Auch die TLE-assoziierte Deletionsmutante Kv4.2-RiS&1 wurde zusammen mit
KChIP3 und DPP6-S als terndrer Komplex in HEK298efe exprimiert. Unter

Kontrollbedingungen zeigten sich schnell aktivielenund inaktivierende Stréme mit
Amplituden zwischen 0,9 und 22 nA (8,49 * 3,82 nA; 6). Der Verlauf des Stromabfalls
wurde mit einer doppelt-exponentiellen Funktiondbegben. Die schnelle Komponente
(T1inac) betrug 38,8 £ 4,9 ms und die langsame Kompong@sitge) 397 + 135 ms (n = 6).

Der Anteil der schnellen Komponente an der Inaktivng betrug 91 + 1%. Die Ladung
(Qk) betrug unter Kontrollbedingungen 0,73 £ 0,3 nC=@). Wie auch in ternaren
Komplexen des Wildtyp-Kv4.2-Kanals mit KChIP3 undB6-S wurden die vermittelten
Strome durch NS5806 moduliert (Abb. 25A). Ab eiK@nzentration von 2 uM NS5806
zeigte sich eine konzentrationsabhangige Potemmemer Stromamplitude, und bei

hoheren Konzentrationen war eine Abnahme der Pietermg zu beobachten: Bis @&
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Abbildung 25: Konzentrationsabhéngigkeit des Effekk von NS5806 auf ternare Kv4.2-

N587fsX1/KChIP3/DPP6-S-Komplexe.

(A) Reprasentative Stromkurven unter Kontrollbedingen und in Gegenwart von NS5806 in Konzentratioren 2 -
200 pM. (B) Oben: Relative Amplitudenzunahme in Aldigkeit von der NS5806-Konzentration dargestelitctiueine
Hill-Funktion. Unten: Zeitkonstanten der Inaktivi@g (iinac, T2inac) dargestellt in Abhéngigkeit von der NS5806-
Konzentration (n =6). (C) Kv4.2-N587fsX1/KChIP3/DRBésermittelter Ladungstransfer unter Kontrollbegingen
und in Gegenwart von 20, 66 und 200 uM NS5806 (Kdiet unausgefillt; 20 uM NS5806: rot, 66 UM NS68blau;
200 uM NS5806: griin; * p < 0,05, n = 6).

NS5806 kam es kumulativ zu einer relativen Ampknzunahme. In Gegenwart von
20 UM und 66 uM zeigte sich eine Amplitudenzunahme 47 % (p =0,031; n=6). In
Gegenwart von 200 uM NS5806 =zeigte sich nur einechtni signifikante
Amplitudenzunahme um 22 % im Vergleich zur Kon&o{p = 0,066; n = 6; Abb. 25B).
Aus der Dosis-Wirkungskurve von NS5806 liel3en siah Konzentration fiir die halb-
maximale Potenzierung und der Hill-Koeffizient ett@in (EGo= 7,97uM; h =5,5;
Abb. 25B). In Gegenwart von 20 pM NS5806 zeigtdr tne deutliche Verlangsamung
der Inaktivierung. Die schnelle Komponente der thadrung (iinac) betrug 81 +4 ms
(p = 0,0045) und die langsame Komponent@at) betrug 248 + 17 ms (p = 0,28; n = 6;
Abb. 25B). Der Anteil der schnellen Komponente ar thaktivierung betrug 52 + 5%
(p <0,0001). Mit zunehmender Konzentration kam =zs einer immer starkeren
Verlangsamung der Inaktivierung. In Gegenwart vd@0 @M NS5806 betrugriinact
130 + 15 ms (p = 0,0042) ungnact 521 + 81 ms (p = 0,28; n = 6). Durch Potenzierdag
Amplitude und Verlangsamung der Inaktivierung natmit zunehmender NS5806-
Konzentration der Kv4.2-N587fsX1/KChIP3/DPP6-S-vitefie Ladungstransfer zu. In
Gegenwart von 20 uM NS5806 kam es zu einer Zunatené.adung auf 1,85 + 0,62 nC
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(p =0,2987) und in Gegenwart von 66 uM auf 2,7685 nC (p = 0,0251; n = 6). Trotz
der abnehmenden Potenzierung der Amplitude kam &egenwart von 200 uM NS5806
ebenfalls zu einer Zunahme der Ladung auf 2,7@Z aC im Vergleich zur Kontrolle

(p =0,0224; n = 6; Abb. 25C).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass igic-germinale Deletionsmutante Kv4.2-
N587fsX1 im terndren Komplex mit KChIP3 und DPP&Bezug auf die funktionelle
Expression und das Inaktivierungsverhalten wieethésprechende Wildtyp-Kanalkomplex
verhalt. Auch die Effekte von NS5806 sind vergléah

4.4 Effekt von NS5806 auf bindre Kv4.2/DPP6-S-Kompke in
HEK293-Zellen

Um die Rolle von KChIP3 an der Vermittlung der N86&ffekte zu untersuchen,
wurden bindre Kv4.2/DPP6-S-Komplexe ohne den ZugatzKChIP3 in HEK293-Zellen

exprimiert.

4.4.1 Konzentrationsabhéngiger Effekt wvon NS5806 du die
Eigenschaften makroskopischer Kv4.2/DPP6-S-Strome

Die Experimente zur Erfassung des konzentratiorésadiben Effekts von NS5806 auf
bindre Kv4.2/DPP6-S-Komplexe wurden wie die fir @dimaren Komplexe durchgefihrt
(Abb. 26). Unter Kontrollbedingungen vermittelteme cbindren Kv4.2/DPP6-S-Kanale
Strome mit Amplituden zwischen 1,92 und 33,7 nA,8151,7 nA; n = 16). In Gegenwart
von 20 uM NS5806 kam es zu einer relativen Ampenabnahme um 37 % im Vergleich
zur Kontrolle (p =0,0014; n=16). In Gegenwartnv@00 uM kam es zu einer
Amplitudenabnahme um 74 % (p <0,0001; n=16). Zegyte sich somit, dass die
Stromamplitude binérer Kv4.2/DPP6-S-Kanéle im Gegén zu den Experimenten mit
ternaren Komplexen in Gegenwart von NS5806 nichenqmert, sondern betrachtlich
gesenkt wurde. Aus der NS5806-Dosis-WirkungskureBen sich die Konzentration fur
die halb-maximale Inhibierung und der Hill-Koef&zit ermitteln (6 = 40,4uM; h = 0,6;

Abb. 26B). Die makroskopische Inaktivierung wurderah eine doppelt-exponentielle
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Abbildung 26: Konzentrationsabhangigkeit des Effeks von NS5806 auf binare Kv4.2/DPP6-S-
Komplexe.

(A) Reprasentative Stromkurven unter Kontrollbedimgen und in Gegenwart von NS5806 in Konzentrationam
0,66 - 200 uM. (B) Oben: Relative AmplitudenabnahmeAbhéngigkeit von der NS5806-Konzentration dargjést
durch eine Hill-Funktion. Unten: Zeitkonstanten deaktivierung €iinac, t2inac) dargestellt in Abhangigkeit von der
NS5806-Konzentration (n=16). (C) Durch den Kv4RAB-S-Kanal vermittelter Ladungstransferc Qunter
Kontrollbedingungen und in Gegenwart von 20, 66 268 uM NS5806 (Kontrolle: unausgefillt; 20 pM N8B8rot,
66 UM NS5806: blau; 200 UM NS5806: griin; * p < 0,05 < 0,001; n = 16).

Funktion, mit einer schnellen Komponenteng) von 10,3 + 0,6 ms und einer langsamen
Komponente tinac) von 241 + 23 ms unter Kontrollbedingungen, bestian (n = 16;
Abb. 26B). Der prozentuale Anteil votuinact an der Inaktivierung betrug 94 +0,4%
(n =16). Es zeigte sich kein einheitlicher konratnbnsabh&ngiger Effekt auf die
langsame Komponente der Inaktivierung, allerdingse deichte Verlangsamung der
schnellen Komponente. In Gegenwart von 20 uM NS3&&i6ugen die Zeitkonstante der
schnellen Komponente tifhac) 16,8 £1,5ms (p =0,0002) und die der langsamen
Komponente tinac) 224 £ 11 ms (p =0,4239; n=16). Der Anteil vofinact an der
Inaktivierung betrug in Gegenwart von 20 uM NS5806+ 1% (p = 0,0002; n = 16). In
Gegenwart von 200 uM NS5806 betrugnact 26,5+ 6,4 ms (p =0,024) untbinact
218 £37 ms (p =0,341; n=16; Abb. 26B). Im Earkj mit der Auswirkung auf die
Amplitude zeigte sich eine Reduktion der durch Kigl.2/DPP6-S-Kanéle vermittelten
Ladung in Abhangigkeit von der NS5806-Konzentrati@bb. 26C). Q betrug unter
Kontrollbedingungen 0,67 £ 0,19 nC (n = 16). In &mgart von 2QM NS5806 kam es
Zu einer geringen, nicht signifikanten Reduktiom @ auf 0,56 + 0,24 nC im Vergleich

57



Ergebnisse

zur Kontrolle (p = 0,5096; n =16). In Gegenwarinve6 und 20@uM NS5806 war @
allerdings signifikant reduziert. In Gegenwart vo&6uM NS5806 betrug
0,43+0,19nC (p=0,0155) und in Gegenwart vorD @@ NS5806 0,33 +0,21 nC
(p = 0,0004; n = 16; Abb. 26C).

Die Effekte von NS5806 auf die Amplitude, die madkopische Inaktivierung und die
Ladung zeigten also deutliche Unterschiede in AQglgkeit davon, ob KChIP3
Bestandteil des Kanalkomplexes war oder nicht. &tevm ternérer Kv4.2/KChIP3/DPP6-
S-Komplexe wurde durch NS5806 konzentrationsablggpgitenziert und nur bei sehr
hohen NS5806-Konzentrationen supprimiert, wohingegie Stromamplitude binarer

Kv4.2/DPP6-S-Komplexe konzentrationsabhangig adiestiich supprimiert wurde.

4.4.2 Effekt von NS5806 auf die Erholung der Kv4.2YPP6-S-Kanale von

der Inaktivierung

Erganzend zu den NS5806-Effekten auf die Stromduodadi und die makroskopische
Inaktivierung wurde der Effekt von NS5806 auf dien@&ung von der Inaktivierung

A
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Abbildung 27: Effekt von NS5806 auf die Erholung hnéarer Kv4.2/DPP6-S-Komplexe von der
Inaktivierung.

(A) Exemplarische Stromkurven unter Kontrollbedingan (oben) und in Gegenwart von 20 uM NS5806 (Un{®)
Die Amplitude der zweiten Stromantwort normiert dig Amplitude des vorausgegangenen Kontrollstraufgetragen
in Abhé&ngigkeit vom Interpulsintervall und durchnei einfach-exponentielle Funktion beschrieben (uyezogene
Linien). Die gepunktete Linie beschreibt die Datkirch eine doppelt-exponentielle Funktion (Kontolinausgefillt;
NS5806: rotirec(1) = 48 MSirecz)= 534 Ms; n = 6).
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bindrer Kv4.2/DPP6-S-Komplexe untersucht (Abb. 27B)e Recovery-Kinetik wurde

durch eine einfach-exponentielle Funktion mit eideitkonstantetec von 30,7 £ 4,4 ms

unter Kontrollbedingungen beschrieben (n = 6). ag&wart von 20 uM NS5806 kam es,
wie auch in ternaren Komplexen, zu einer Verlangsagnder Erholung von der
Inaktivierung mit einer Zeitkonstantar{) von 57,7 £ 10,3 ms (p =0,0246; n =6). In
Gegenwart von NS5806 zeigte die Recovery-Kinetiksatzlich eine langsame
Komponente (Abb. 27B). Die Effekte auf die Erholumigarer Kv4.2/DPP6-S-Komplexe
von der Inaktivierung glichen den Effekten, die hernaren Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-
Komplexen beobachtet wurden.

4.4.3 Effekt von NS5806 auf die Spannungsabhéangigke von
Inaktivierung und Aktivierung der Kv4.2/DPP6-S-Kanale

Die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung bin&wet.2/DPP6-S-Komplexe lag unter
Kontrollbedingungen bereits bei deutlich negatimerePotenzialen  (Mainact= -
66,3+ 1,3mV; kat=4,8+0,8mV; n=8; Abb.28A) als die entsprectien
Kontrollwerte terndrer Komplexe (siehe 4.2.4; ABB). Trotzdem kam es in Gegenwart
von 20uM NS5806 zu einer Verschiebung der Spannungsabgiégigider Inaktivierung
bindrer Kv4.2/DPP6-S-Kanéle zu negativeren Potézi@Abb. 28B). Die Spannung bei
halb-maximaler Inaktivierung (Minac) betrug nun -79,3+1,2 mV (p <0,0001) und der
Steigungsfaktor (kae) 6,1+0,6 (p=0,0402; n=8). NS5806 beeinflasstie
Spannungsabhangigkeit der Kv4.2/DPP6-S-Aktivierungr leicht (Abb. 28C). Die
Spannung bei halb-maximaler Aktivierung oy betrug -16,7 = 2,3 mV und der
Steigungsfaktor @) unter Kontrollbedingungen 18,4 + 0,7 (n = 8). Biivierungskurve
war in Gegenwart von NS5806 geringfugig flacheftk 24,7 + 1,6; p = 0,0164) ohne
signifikante Auswirkung auf die Spannung bei halaximaler Aktivierung (M¥s=
-19,0 £ 3,3 mV; p=0,5891; n=8; Abb. 28D). Im rgkeich zeigten die Effekte von
NS5806 auf bindare Kv4.2/DPP6-S und terndare Kv4.2/lRG/DPP6-S-Komplexe, dass
KChIP3 eine ausschlaggebende Rolle bei der Veundtldes NS5806-Effekts auf die
Amplitude und die makroskopische Inaktivierung Epiber nicht bei der Vermittlung der
NS5806-Effekte auf die Spannungsabhangigkeit dektivierung und der Aktivierung

sowie auf die Kinetik der Erholung von der Inakginting.

59



Ergebnisse

A B
Kv4.2/DPP6-S
1,0 P
LA O Kontrolle
Kontrolle NS5806 0,8 - ® 20 1M NS5806
s 06
£
R\ 04
,‘\.13\ 021 J&f
— J 408 00l
+40

0 0 20 ms -100 -80 -60 -40 -20 0
@'—L @’—L Vorpulspotenzial (mV)

-110 -110
1,0 {&’_
i
0,8 .
Kontrolle NS5806 =
g 06
o
O 041
i O Kontrolle
021 f ©® 20 uM NS5806
=)
N 00 5@% . ‘ ‘
+70 +70 40 ms -100 -50 0 50 100
110 AvV=10mv 110 AV=10mV Testpotenzial (mV)
— -90 90

Abbildung 28: Effekt von 20 uM NS5806 auf die Sparingsabhangigkeit der Inaktivierung und der
Aktivierung binarer Kv4.2/DPP6-S-Komplexe.

(A) Exemplarische Stromkurven des Inaktivierungspkolls unter Kontrollbedingungen und in Gegenweam 20 pM
NS5806. (B) Spannungsabhangigkeit der Inaktivieridaggestellt durch eine Boltzmann-Funktion 1. Ordnung
(Kontrolle: unausgefiillt; NS5806: rot; n=8). (Cxdmplarische Stromkurven des Aktivierungsprotokalister
Kontrollbedingungen und in Gegenwart von 20 pM NBB8(D) Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung dsiejé
durch eine Boltzmann-Funktion 4. Ordnung (Kontrolleausgefiillt; NS5806: rot; n = 8).

4.5 Effekt von NS5806 auf ternare Kv4.2/KChIP3/DPP4-
Komplexe in HEK293-Zellen

Die schnelle Inaktivierung des nativesa (siehe 4.1.2; Abb. 16) unterschied sich von der
deutlich langsameren Inaktivierungskinetik ternaker4.2/KChIP3/DPP6-S-Komplexe
(siehe 4.2.2; Abb. 22). Um zu versuchen, das Iagktingsverhalten des nativéga in
einem ternaren rekombinanten Kanalkomplex zu reubgyien, wurde DPP6-E, welches
als Splice-Variante mit einer schnellen N-termivafmittelten Inaktivierung beschrieben
ist (Jernget al, 2009), mit Kv4.2 und KChIP3 coexprimiert.
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4.5.1 Konzentrationsabhéngiger Effekt wvon NS5806 du die
Eigenschaften makroskopischer Kv4.2/KChIP3/DPP6-E486me

Unter Kontrollbedingungen zeigten die Kv4.2/KChIBBP6-E-vermittelten Strome
Amplituden zwischen 2,2 und 11,2 nA (2,7 £0,4 m/; 4; Abb. 29A). Die Strome
wurden nur geringfligig durch NS5806 moduliert (ABBA, B). In Gegenwart von
20 uM NS5806 kam es zu einer Amplitudenzunahme 28 Im Vergleich zur Kontrolle
(p = 0,0236; n =4). Nur in Gegenwart von 200 NS5806 zeigte sich eine Abnahme der
Amplitude, und zwar um 43% (p <0,0001;n=4; APBC). Die makroskopische
Inaktivierung wurde unter Kontrollbedingungen dusshe doppelt-exponentielle Funktion
mit einer extrem schnellentifact=6,8 £1,4 ms) und einer langsamen Komponente
(t2inact= 318 £ 26 ms) beschrieben (n=4). Der Anteil vanact an der Inaktivierung
betrug 81 +1% (n=4). Nur in Gegenwart von 200 NS5806 kam es zu einer
Verlangsamung der schnellen Komponente der Ina@ktivig €iinact=12,6 £ 1,9 ms) im
Vergleich zur Kontrolle (p = 0,039; n = 4). NS58@firte, bis zu einer Konzentration von
6,6 UM, zu einer konzentrationsabhangigen Verlamgsg der langsamen Komponente
der Inaktivierung tinac), allerdings zu einer abnehmenden Verlangsamunddigeren

Konzentrationen. In Gegenwart von @Jd NS5806 betrug die langsame Komponente

A B C
Kv4.2/KChIP3/DPP6-E
NS5806 o 14
66 uM —y < 201N b E 12
2 pM 2 g 1l e o %y
0,66 M o S o8 \\
Kontrolle \ <200 M % 0,6 .

10 100
-110 -110 NS5806 (M)

Abbildung 29: Konzentrationsabhangigkeit des Effeks von NS5806 auf ternére Kv4.2/KChIP3/DPP6-
E-Komplexe.

(A) Ausschnitt aus (B) zur besseren Darstellung 8§806-Effekts auf die Stromamplitude in Konzemdratn von

0,66 - 200 uM NS5806 (0,66-6,6 UM & Kontrolle: sar; 20 pM NS5806: rot, 66 M NS5806: blau; 200 NSBH806:

grun). (B) Reprasentative Stromkurven in ganzer Langer Kontrollbedingungen und in Gegenwart voré3,800 uM

NS5806. (C) Oben: Relative Amplitude in Abhangigkeaitn der NS5806-Konzentration. Unten: Zeitkonstanden

Inaktivierung €iinacy, t2inac) dargestellt in Abhéangigkeit von der NS5806-Korteation (n = 4).
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(t2inac) 684 +43,8 ms (p = 0,0013) und in Gegenwart voa 2V NS5806 480 + 131 ms
(p =0,144; n = 4).

Der NS5806-Effekt auf die Eigenschaften makroskdms Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-
Strome war deutlich geringer ausgepragt als deekEfauf die Strome vermittelt durch
Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-Komplexe (siehe 4.2.2; Abb..2R)e Stromamplitude und die
schnelle Komponente der Inaktivierung wurden nuwesentlich beeinflusst. Jedoch
zeigte sich deutlich eine konzentrationsabhangigerlavigsamung der langsamen

Komponente der Inaktivierung, die bei héheren Komzionen schwacher ausgepragt
war.

4.5.2 Effekt von NS5806 auf die Erholung der Kv4.RIChIP3/DPP6-E-
Kanéle von der Inaktivierung

Als nachstes wurde der NS5806-Effekt auf die Enrhglu der ternaren
Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-Kanédle von der Inaktivierung tamsucht (Abb. 30A). Die
Recovery-Kinetik wurde unter Kontrollbedingungenrau eine einfach-exponentielle
Funktion mit einer Zeitkonstantetrd) von 11,0+1,1 ms beschrieben (n=5). In

>
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Abbildung 30: Effekt von NS5806 auf die Erholung tendrer Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-Komplexe von
der Inaktivierung.

(A) Exemplarische Stromkurven unter Kontrollbedingan (oben) und in Gegenwart von 20 uM NS5806 (Un{®)
Amplitude der zweiten Stromantwort jeweils normieif die Amplitude des vorausgegangenen Kontrolss,
aufgetragen in Abhangigkeit vom Interpulsintervaiid durch eine einfach-exponentielle Funktion beeben. Die
gepunktete Linie beschreibt die Daten durch eingdl-exponentielle Funktion (Kontrolle: unausglfiNS5806: rot;
Trec(l) = 22 MSrec2)= 711 ms; n = 5).

O Kontrolle
® 20 uM NS5806

Erholung von der Inaktivierung (%)
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Gegenwart von 20puM NS5806 kam es, wie auch bei demor getesteten

Kanalkomplexen, zu einer Verlangsamung der Erholmig der Inaktivierung mit einer
Zeitkonstante 1e) von 26,3 + 1,6 ms (p = 0,0009; n =5; Abb. 30B). Gegenwart von

NS5806 zeigte der Verlauf der Erholung der Kv4.2M&3/DPP6-E-Kanéle von der
Inaktivierung (siehe 4.2.3; Abb. 23) zuséatzlicheelangsame Komponente (Abb. 30B).
Zusammenfassend lassen sich die Effekte von NS58d6 die Erholung ternarer
Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-Komplexe von der Inaktivierungt den Effekten auf ternare
Kv4.2/KChIP3/DPP6-S-Komplexe vergleichen.

4.5.3 Effekt von NS5806 auf die Spannungsabhangigke von
Inaktivierung und Aktivierung der Kv4.2/KChIP3/DPP6 -E-Kanéle

Es wurde die Spannungsabh&ngigkeit der Inaktivigrifbb. 31A) und der Aktivierung
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Abbildung 31: Effekt von 20 uM NS5806 auf die Sparungsabhangigkeit der Inaktivierung und der
Aktivierung ternarer Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-Komplexe.

(A) Exemplarische Stromkurven des Inaktivierungspkolls unter Kontrollbedingungen und in Gegenweam 20 pM
NS5806. (B) Spannungsabhangigkeit der Inaktivierudaygestellt durch eine Boltzmann-Funktion 1. Ordnung
(Kontrolle: unausgefiillt; NS5806: rot; n=6). (Cxdmplarische Stromkurven des Aktivierungsprotokalister
Kontrollbedingungen und in Gegenwart von 20 pM NBB8(D) Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung dsiejé
durch eine Boltzmann-Funktion 4. Ordnung (Kontrolleausgefiillt; NS5806: rot; n = 5).
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(Abb. 31C) der ternaren Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-Kanédleuntersucht.  Unter
Kontrollbedingungen betrug die Spannung bei hallimaler Inaktivierung (\2inac)
-57,6 £ 0,3 mV und der Steigungsfaktord®) 7,9 + 0,4 mV (n = 6). In Gegenwart von
20 uM NS5806 kam es zu einer deutlichen VerschiebungStieady-State-Inaktivierung
Zu negativeren Potenzialen mit einem steileren adérlder Kurve (Abb. 31B). Die
Spannung bei halb-maximaler Inaktivierung 16Mac) betrug nun -70,9 +0,6 mV
(p <0,0001) und der Steigungsfaktorindd 5,8 +0,4mV (p=0,0007; n=6). Die
Spannung bei halb-maximaler Aktivierung oy betrug unter Kontrollbedingungen
27,4 + 4,1 mV und der Steigungsfaktos(k37,9 + 4,0 mV (n =5). NS5806 bewirkte eine
leichte, aber signifikante Verschiebung der Aktivieggskurve zu negativeren Potenzialen
ohne Effekt auf die Steilheit (Abb. 31D). In Gegemtvvon 20uM NS5806 betrug die
Spannung bei halb-maximaler Aktivierung oy 15,7 £2,7 mV (p =0,0297) und der
Steigungsfaktor @) 36,1 = 0,9 mV (p = 0,6287; n = 5).

Vergleichend lasst sich feststellen, dass die Spaysabhangigkeit der Inaktivierung
ternarer Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-Komplexe unter Korltretingungen bereits bei
negativeren Potenzialen lag und der Verlauf demBpagsabhangigkeit der Aktivierung
bei positiveren Potenzialen als die entsprechemkderollwerte des ternaren Komplexes
mit DPP6-S. Der NS5806-Effekt auf die Spannungsagigkeit der Inaktivierung und der
Aktivierung des ternaren Kanal-Komplexes mit DPP&iEjedoch vergleichbar mit dem
Effekt auf den ternaren Kanalkomplex mit DPP6-Selsi 4.2.4; Abb. 24).
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5. Diskussion

5.1 NS5806 als pharmakologisches ,Tool“ zur Analysaativer

Kanalzusammensetzungen

Durch seine hemmenden und potenzierenden Eigemsohatinterschiedlichster
Auspragung in Abhangigkeit von der Zusammensetzdeig Kanaluntereinheiten kann
NS5806 als ,Tool“ zur Analyse nativer Kanalzusamsetaungen dienen, insbesondere
zur Uberprifung einer Beteiligung von KChIP am Kaomplex. Ein Vergleich der
NS5806-Effekte auf defsa nativer Neurone und die Strome rekombinanter Kehdle
ermoglicht es prinzipiell, die Zusammensetzung detiven neuronalen Kanale zu
erforschen. Bereits Calloet al. (2009) und Lundbyet al. (2010) nutzten NS5806, um
durch Kombinationen unterschiedlicher Kanaluntdreiten die Effekte von NS5806 auf
den lyw nativer Hundemyozyten zu reproduzieren und von dggebnissen eine
wahrscheinliche Kanalzusammensetzung in nativenzytgm abzuleiten. Die Ergebnisse
der Experimente von Callaa al. (2009, 2010) und Lundbst al. (2010) stellen auch eine
entscheidende Vergleichsgrundlage fur die in derliagenden Arbeit gewonnenen
Ergebnisse der NS5806-Effekte auf den nativen maleolsa dar. Calloeet al. (2009)
beschrieben eine 1,8-fache Erhohung dgfDichte und eine ungefahr zweifache
Verlangsamung der makroskopischen InaktivierungliiNS5806, welches wiederum in
einer nahezu dreifachen Zunahme des Ladungstranssultierte. Darliber hinaus zeigte
NS5806 eine Beschleunigung der Recovery-Kinetik mhgozytaren Strome und eine
Verschiebung der Spannungsabh&ngigkeit der Inaktiig zu negativeren Potenzialen
(Calloeet al.,2009; Calloeet al.,2010).

Die Ergebnisse des NS5806-Effekts auf tlenkultivierter hippocampaler Neurone sind
Uberwiegend vereinbar mit den Effekten auf den ngi@en Iy, jedoch zeigte sich im
Gegensatz zur Potenzierung des-Amplitude eine Suppression désa-Amplitude.
Bedenkt man nun, dass sich ein potenzierender ¥k 10 uM NS5806 auf deko
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(Calloeet al.,2010) und in der vorliegenden Arbeit ein supprianeler Effekt von 20 uM
NS5806 auf denlsa zeigte, so ist unter anderem die Verwendung eim&neren
Konzentration als Ursache fir die Umkehrung deglEsf denkbar, wie auch mit héheren
NS5806-Konzentrationen an rekombinanten Kanalkorgplen der vorliegenden Arbeit
gezeigt (siehe 4.4.4; Abb. 22). So flhrte in tegn&rekombinanten Kanalkomplexen eine
Konzentration von 200 uM stets zu einer geringétetenzierung der Stromamplitude als
20 und 66 UM NS5806 (Abb. 22; Abb. 25). Ebenfallenkbar als Ursache des
unterschiedlichen NS5806-Effekts auf die Amplitudmn Isa und Iy ist das Vorliegen
vieler Kanalpopulationen mit unterschiedlicher Waiteheitenzusammensetzung in nativen
Geweben. Sogar in rekombinanten Kv4/KChIP3/DPP6-glewen, die per se eine

typische neuronale Kanalkomplex-Kombination dalstel zeigte sich eine deutliche
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Abbildung 32: Effekte durch Superfusion von 20uM NS5806 auf denlsa und die Strdme ternarer
Kv4.2/KChIP3/DPP6-S, binarer Kv4.2/DPP6-S und ternéer Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-Kanéle.
NS5806-Effekte auf: (A) die Stromamplitude, (B) dighnelle Komponente der makroskopischen InaktivigrdC) die
langsame Komponente der makroskopischen InaktivggruD) die Erholung von der Inaktivierung, (E) die
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung, (F) dezigBhgsfaktor der Spannungsabhangigkeit der Inigkting. Die
Balkenpaare fiitgesamtreprasentieren die Anwendung einer doppelt expigiem Funktion (D) und die Anwendung
einer Summe aus zwei Boltzmann-Funktionen (E und F).
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Potenzierung der Stromamplitude im Vergleich zup@assion detsa-Amplitude bei
vergleichbarem Effekt auf die Inaktivierung (Al32). Beriicksichtigt man nun, dass sich
auch in der vorliegenden Arbeit eine Abhéngigkes gotenzierenden NS5806-Effekts auf
die Stromamplitude von KChIP zeigte (Tab. 5; AbBA3Calloeet al, 2009, Lundbyet
al., 2010), so koénnte beispielsweise eine Summation Kamalkomplexen ohne KChIP
und von solchen mit KChIP zur Vermittlung dés. beitragen und zu den in der
vorliegenden Arbeit gezeigten Unterschieden im NI®5Bffekt auf die Amplitude des
nativen Isa und die Amplitude der Kv4.2/KChIP3/DPP6-Kanalkoey® gefiihrt haben
(Abb. 32A).

Um eine genauere Aussage Uber die native Kanalzusasetzung deka machen zu
konnen, werden im Folgenden die Inaktivierungsesghaften der nativen Stréme mit
denen rekombinanter Kv4.2-Kanale, coexprimiert mmterschiedlichef-Untereinheiten,
verglichen; gleichzeitig werden die unterschieddichNS5806-Effekte auf die nativen
Strome (sowohlsa als auchly) und die Strome rekombinanter Kanalkomplexe eiepand

gegenibergestellt.

Der Effekt auf die Stromamplitude und die makros&ope Inaktivierung degsa war
relativ einfach durch Isolation delga vom gesamten neuronalen Auswartsstrom zu
erfassen (Abb. 16; Abb. 32A-C). Der Vergleich dehdung von der Inaktivierung und
der Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung tgsund der Stréme rekombinanter
Kanalkomplexe war eingeschrankt, da sich mehreaktivierende Stromkomponenten in
den kultivierten hippocampalen Neuronen zeigter. Bxholung des gesamten neuronalen
Auswartsstroms von der Inaktivierung und die Spagsabhangigkeit der Inaktivierung
zeigten einen biphasischen Verlauf (Abb. 19; AW)). ZEin biphasischer Verlauf der
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung lasst auk &Kombination zweier
unterschiedlicher Kanalpopulationen schliel3en. Arahrscheinlichsten ist in diesem
Zusammenhang, dass die Kanalpopulation, die beativegen Potentialen inaktivierte
(V2= -76,3 £ 2,4 mV), dem Kv4-Kanal-vermitteltdea entspricht (Jerngt al.,2004).
Zudem korreliert die NS5806-induzierte Linksvergthing dieses Anteils der
Inaktivierungskurve mit der Linksverschiebung demakltivierungskurve der

rekombinanten Kv4.2-Kanale. Eine vergleichbare ®eiebung der Inaktivierungskurve
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zu negativeren Potenzialen in Gegenwart von NS586&te sich auch in den
Experimenten am myozytarég und rekombinanten Kv4.3-Kanélen (Lundktyal.,2010).
Der positivere Anteil der Inaktivierungskurve, deicht signifikant durch NS5806
beeinflusst wurde, konnte beispielsweise durch @&egeiligung von Kvl-Kanalen am
gesamten neuronalen Auswartsstrom zu Stande koniMaletic-Savaticet al, 1995),
obwohl diese Kanale Uberwiegend im Axon und den rdaominalen lokalisiert sind
(Shenget al, 1992; Shengt al, 1993; Monaghaet al, 2008).

Auch der Verlauf der Erholung des gesamten neueonauswartsstroms von der
Inaktivierung zeigte einen biphasischen Verlauediasst sich entweder ebenfalls durch
das Vorhandensein zweier unterschiedlicher Kanallatipnen oder durch die
intrinsischen Eigenschaften einer einzigen Kanalfadmn erklaren, vergleichbar mit der
biphasischen Kinetik der makroskopischen Inaktivigy (Abb. 16B). Unter der Annahme,
dass es sich um zwei Kanalpopulationen handelthenst naheliegend, dass die schnelle
Komponente der Erholung von der Inaktivierung £ 40ms) dem Kv4-vermitteltersa
zuzuordnen ist (Jerrgf al.,2004). Diese Vermutung wird unterstiitzt durch Bagsache,
dass rekombinante Kv4.2-Kanéle stets (aufRer in @&ege von NS5806 in ternédren
Kv4.2-Komplexen mit KChIP3) eine schnelle einfactpenentielle Recovery-Kinetik
zeigten (Abb. 32D).

Im Gegensatz zum NS5806-Effekt auf die Spannungsapbkeit der Inaktivierung war
der Effekt auf die Recovery in nativen Neuronerhh@hne weiteres vergleichbar mit dem
Effekt auf die Recovery rekombinanter Kv4.2-Komm@exAhnlich wie in den
Experimenten am  myozytaren Il und rekombinanten  Kv4.3-Komplexen
(Calloeet al.,2009 & 2010) zeigte sich eine Beschleunigung dmraRrery-Kinetik de$sa
im Gegensatz zu einer deutlichen Verlangsamung @&acovery-Kinetik der
rekombinanten Kv4.2-Komplexe. Durch eine Variatioer Kanaluntereinheiten der
Kv4.2-Komplexe konnte der beschleunigende NS580ékEfder Recovery im nativen
Gewebe in der vorliegenden Arbeit nicht rekapittlizverden (Lundbyet al.,2010).
NS5806 filhrte in allen rekombinanten Komplexensstaet einer Verlangsamung der
Recovery-Kinetik, wohingegen die nativen Stromehndpplikation von NS5806 sich

stets schneller von der Inaktivierung erholten. Atsdgliche Erklarung fir die
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Beschleunigung der Recovery in den nativen Hundeytgo vermuteten Lundbst al.
(2010) einen anteilig hemmenden NS5806-Effekt ané eusétzliche Stromkomponente
mit einer grundsatzlich langsameren Recovery-Kinéti diesem Zusammenhang wurden
Experimente an Kvl1.4-Kanélen, die mit den Eigen&ehaeiner langsamen Recovery-
Kinetik an der Vermittlung dedi beschrieben sind (Patel & Campbell, 2005),
durchgefuhrt. In diesen Experimenten zeigte siche estarke NS5806-induzierte
Suppression der Kvl.4-vermittelten Strome (Lundbgl.,2010). Wie bereits oben
beschrieben, ist eine Beteiligung der Kvl.4-Kangihe hippocampalernsa durch eine
zusatzliche Lokalisation im Soma des Neurons dwghdenkbar und kodnnte die
Beschleunigung der Recovery des, wie auch deso, im Gegensatz zur Verlangsamung
der Recovery der rekombinanten Komplexe begrinddalefic-Savatiet al.,1995).
Dariber hinaus beeinflusste NS5806 die biphasis&exovery-Kinetik in ihren
Komponenten nicht gleichermal3en, sondern besclgeuniberwiegend die langsame
Komponente. Dies lasst sich unter der Annahme aweanalpopulationen durch eine
hohere Sensitivitat fir NS5806 der einen Kanalpafpoh erklaren. Jedoch ist auch eine
selektive Beeinflussung der langsamen Komponemer diiphasischen Recovery-Kinetik
nur einer Kanalpopulation als Erklarung denkbarZirsammenschau aller Ergebnisse ist
es wahrscheinlich, dass die kultivierten hippocdmp&leurone Kv4-Kanale mit einer in
der vorliegenden Arbeit nicht getesteten Zusamnieosg von Untereinheiten
(heteromere Kombinationen von Subtypen, verschiedgplice-Varianten) enthalten, da
keine der bisher getesteten Kombinationen eine R&&h&duzierte Beschleunigung der

Recovery zeigte (Jerng & Pfaffinger, 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunéchst eine Kmation von Kv4.2-Kanalen mit
KChIP3 und DPP6-S afsUntereinheiten gewéhlt. Dies geschah aufgruncedeenntnis,
dass der Isn am ehesten durch Kv4.2/KChIP/DPP-Komplexe veritittevird
(Jernget al.,2005). Die Splice-Varianten der Untereinheiten areur basierend auf deren
Expression im Hippocampus (Maletic-Savadical, 1995; Jernget al, 2005; Nadakt al,
2006) gewahlt. In diesem Zusammenhang wurden elieibgerimente mit KChIP2 und
KChIP4 im ternaren Komplex durchgefuhrt (Witaslal.,2012). Die Strébme der ternéren
Kv4.2/KChIP/DPP6-S-Kandale konnten die intrinsiscliggenschaften ddsa jedoch nicht
vollstandig rekapitulieren (Abb. 32; Witzelet al., 2012). Die Strome der
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Kv4.2/KChIP/DPP6-S-Kandle zeigten stets eine lamgsa makroskopische Inaktivierung
(Abb. 32B), eine schnellere Erholung von der Inaktung (Abb. 32D) und einen Verlauf
der Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung beitlidbu positiveren Potenzialen
(Abb. 32E) als detsa oder die entsprechenden Komponenten Iggsm: Aufgrund der
beschriebenen KChIP-Effekte auf den Kv4-Kanal @ral., 2000; Bahringet al., 2001b;
Becket al.,2002) ware im Vergleich zu den rekombinanten Kaxreh eine verminderte
Beteiligung von KChIP an der Bildung des-vermittelnden Kanals denkbar. Wie bereits
oben beschrieben, gibt es Anhaltspunkte dafur, #ags2-Kanale in Kombination mit
DPP, aber ohne KChIP, an der Vermittlung tigsbeteiligt sein konnten. Betrachtet man
nun die Eigenschaften der Kv4.2/DPP6-S-Strome uktetrollbedingungen, so decken
sich die schnelle Komponente der makroskopischeaktivierung (Abb. 32B), die
Zeitkonstante der Erholung von der Inaktivierung blpA32D) und die
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung, die bler segativen Potenzialen liegt, nahezu
mit den Eigenschaften der neuronalen Strome. Zudéne NS5806 zu einer Suppression
sowohl der Amplitude der Kv4.2/DPP6-S-vermittel@ntéme als auch déga-Amplitude,

iIm Gegensatz zu der NS5806-vermittelten Potenzgeder ternédren Kv4.2/KChIP/DPP6-
S-vermittelten Strome (Abb. 32A; Witzebt al., 2012). In diesem Zusammenhang ist
erwahnenswert, dass die NS5806-induzierte Potemgeded, sich als abhéangig von der
Lokalisation der isolierten Myozyten und der enégvenden Expression von KChIP2
erwies (Rosatet al, 2001; Calloeet al, 2010). So zeigte sich eine starkere Potenzierung
der Stromamplitude durch NS5806 an epicardialen 2ygm, in denen die KChIP2
Expression hoher ist als in endocardialen Myozytealloeet al., 2010). Die Gegenwart
von KChIPs als Voraussetzung fur die NS5806-indteie Potenzierung der
Stromamplitude und Verlangsamung der makroskopisahaktivierung bestatigte sich in
Experimenten in heterologen Expressionssystemen.Adiplitude der Strome vermittelt
durch Kv4.3-Kanale in Abwesenheit von KChIP wurdeipgimiert und die
makroskopische Inaktivierung beschleunigt und nittiangsamt (Calloet al., 2010;
Lundbyet al.,2010).

Gegen eine Beteiligung der binaren Kv4.2/DPP6-S&@aran der Vermittlung delsa
spricht die NS5806-induzierte Verlangsamung derrogkopischen Inaktivierung désa
(Abb. 16), die sich in den binaren Komplexen niokigte (Abb. 26). Anzumerken ist, dass
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eine Abnahme der Stromamplitude in Kombination raiher Verlangsamung der
Inaktivierung sich in Experimenten an Kv4.1-Kanatengte (Lundbyet al.,2010). Jedoch
erscheint eine nennenswerte Beteiligung von Kvdahdfen an der Vermittlung désa
unwahrscheinlich, da die Expression von Kv4.1-Kena&lm Hippocampus niedrig ist
(Serodio & Rudy, 1998). Darluber hinaus ist die thagrungskinetik des Kv4.1-Kanals
unter Kontrollbedingungen durch eine relativ lamgeanitiale Komponente mit geringem
Anteil an der gesamten Inaktivierung charakterisigelches nicht vergleichbar ist mit der

schnellen Inaktivierungskinetik dés. (Jerng & Covarrubias, 1997).

Um den schnellen Inaktivierungseigenschaften ¢igs naher zu kommen, wurden
Experimente mit der Splice-Variante DPP6-E im teenaKomplex mit Kv4.2 und
KChIP3 durchgefuhrt (siehe 4.5). DPP6-E besitze éiisterminale Inaktivierungsdoméne
und vermittelt im Kanalkomplex eine schnelle N-Tipaktivierung (Jernget al., 2009).
Eine Beteiligung der embryonalen Splice-VariantePBHE an der Vermittlung ddsa in
den Neuronen erscheint vor dem Hintergrund der ¥adung von PO-Kulturen in der
vorliegenden Arbeit plausibel (Houglet al., 1998). Jedoch =zeigte sich in den
Experimenten, dass die Amplitude der terndren K¥RIP3/DPP6-E Komplexe durch
NS5806 nicht supprimiert wurde und sich kaum eifelfauf die Inaktivierungskinetik
zeigte. Auch in ternaren Komplexen mit DPP10a (&deneine Splice-Variante mit einer
N-terminalen Inaktivierungsdomane) zeigte sichdeédn eine geringe Potenzierung der
Stromamplitude und kein NS5806-Effekt auf die makapische Inaktivierung, wahrend
sich eine Verlangsamung der Erholung von der Inating und eine Verschiebung der
Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung zu negativ®otenzialen zeigte (Witzet al.,
2012).

In Zusammenschau aller Ergebnisse ergibt sich, dasaussichtlich eine bisher
ungetestete DPP-Splice-Variante entscheidend aveenittlung der Eigenschaften des
Isa in kultivierten hippocampalen Neuronen beteiligt, iunter anderem da die KChIP-
Abhangigkeit der NS5806-induzierten Verlangsamueagrdakroskopischen Inaktivierung
sich erneut bestatigte. Eine DPP-Splice-Variante, dle Spannungsabhéngigkeit der
Inaktivierung bereits unter Kontrollbedingungen deutlich negativeren Potenzialen

verschiebt, kénnte beispielsweise an der VermittldeslIsa kultivierter hippocampaler
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Neurone beteiligt sein. DPP6-K konnte als Spliceidde aufgrund seiner hohen
Expression im Hippocampus neben DPP6-S (Naxtakl., 2006) prinzipiell an der
Vermittlung des Isa kultivierter hippocampaler Neurone beteiligt seiBei einem
Vergleich der Eigenschaften der Strome vermitteitcd Kv4.2 und KChIP im ternéren
Komplex mit DPP6-S und DPP6-K zeigte sich eine lidgutangsamere Recovery-Kinetik
und eine deutlich negativere Spannungsabhangigkedr Inaktivierung far
Kv4.2/KChIP/DPP6-K-Kanéle im Vergleich zu Kv4.2/KIEMDPP6-S-Kanélen (Jerng &
Pfaffinger, 2012).

Weitere Experimente mit anderen Kanaluntereinheitenter anderem verschiedene
heteromere Kombinationen, aber auch andere Spkeceiven der Untereinheiten (Jerng
& Pfaffinger, 2012), werden zu einer besseren HKatien der rekombinanten mit der
nativen somatodendritischen A-Typ-Kanal-Pharmakieldghren.

5.2 Wirkmechanismus von NS5806

Die Sulfonyl-Harnstoff-Verbindung NS5806 ist detzais einzige Substanz beschrieben,
die unter gewissen Bedingungen zu einer Potenziemam Kv4-vermittelten Stromen
fuhrt. Dem gegeniber stehen die Effekte einigemi@mgifte und der Substanz 4-
Aminopyridin, welche eine Inhibition von Kv4-verrtetten Stromen zur Folge haben
(Tsenget al, 1996; Diochotet al, 1999; Escoubast al, 2002; Ebbinghaust al, 2004).
Der molekulare Wirkmechanismus von NS5806 ist nacht bekannt. Im Folgenden soll,
basierend auf bereits publizierten Befunden undElgebnissen der vorliegenden Arbeit,
ein moglicher Wirkmechanismus von NS5806 auf Kv4&la diskutiert werden.

Vorweg ist zu erwdhnen, dass alle Experimente datiegenden Arbeit mit einer
kurzzeitigen Superfusion von NS5806 durchgefuhrtrden, sodass ein zweizeitiger
NS5806-Effekt im Verlauf nicht auszuschlie3en I3t die langfristige Wirkung einer
NS5806-Losung beliebiger Konzentration zu besclrgilwére ein Versuchsaufbau mit
einer konstanten Konzentration der Extrazellulanhs Gber einen langeren Zeitraum
notig. Prinzipiell kdnnte auch eine AkkumulationnvdiS5806 und der Tragersubstanz

DMSO (Dimethylsulfoxid) in der Zellmembran bei hdbe Konzentrationen zu einer
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Durchlassigkeit der Zellmembran und somit zur gesmeen Reduktion der
Stromamplitude fuhren, jedoch wird in Zusammenschber Ergebnisse im Folgenden

von einem NS5806-Effekt ausgegangen.

Die NS5806-Effekte auf die Einzelkanalleitfahiglksitvon Kv4-Kanalen sind derzeit noch
nicht untersucht. Jedoch ist naheliegend, dass O0&58lie Offnungs- und

Schlie3eigenschaften der Kv4-Kanale beeinflusst wminit zu der beschriebenen
Verlangsamung der makroskopischen Inaktivierung uddr Potenzierung der
Stromamplitude fuhrt. Die KChIP-Abh&ngigkeit died$5806-Effekte spielt eine zentrale
Rolle bei der Beschreibung des Wirkmechanismus W86806. Die bereits zuvor
beschriebene Abhéangigkeit dieser Effekte von KCh{B@2ndby et al., 2010) bestatigte

sich durch Experimente mit KChiP4 (Witzelt al.,, 2012) und durch die in der
vorliegenden Arbeit gezeigten Experimente mit KCGhlB®urch seine Bindung am N-
Terminus des Kanals fuhrt KChIP unter anderem mereZzunahme der Stromdichte und
zu einer Verlangsamung der Inaktivierung (&b al, 2000; Bahringet al, 2001b).

Denkbar wére prinzipiell, dass NS5806 durch einteréktion diese KChIP-Effekte
verstarkt. Eine Interaktion mit dem C-Terminus @ls unwahrscheinlich, da NS5806
gleiche Effekte auf die C-terminale DeletionsmugarkKv4.2-N587fsX1 im ternaren

Komplex austibte, wie auf den Wildtyp-Kanal.

Ahnlich wie in den Experimenten von Lundbgt al. (2010) an ternaren
Kv4.3/KChIP2/DPP6-Kanalen zeigte sich auch in desrliegenden Arbeit eine
konzentrationsabhangige Potenzierung der Amplitmiteabnehmender Potenzierung bei
hoéheren Konzentrationen in den Kanalkomplexen nghke (siehe 4.2.2; Abb. 22). Eine
Coexpression von Kv4.2 und DPP6 mit KChIP2, KChtidar KChIP4 in HEK293-Zellen
zeigte stets eine geringere Potenzierung der Strgaitade mit 200 uM als mit 66 uM
(Witzel et al., 2012). Dies ist vergleichbar mit den Experimentan bindren
Kv4.3/KChIP2 und ternaren Kv4.2/KChIP2/DPP6-Kommexin Xenopus-Oocyten, in
denen bereits 30 uM NS5806 =zu einer deutlich gergilg Potenzierung der
Stromamplitude fuhrten (Lundbyet al.,, 2010). In den Experimenten mit bin&ren
Kv4.2/DPP6-Komplexen fuhrte NS5806 bereits bei ngah Konzentrationen zu einer

Suppression der Stromamplitude, vergleichbar mit Bgperimenten an Kv4.3-Kanalen
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ohne coexprimierteB-Untereinheiten (Lundbyet al., 2010). Demnach kommt es in
Abwesenheit von KChIP zu einem hemmenden NS580&kEftler in Anwesenheit von
KChIP nur bei hoheren Konzentrationen zu beobackgerDie unterschiedlichen Hill-
Koeffizienten und Konzentrationen der halbmaximakRotenzierung im Gegensatz zur
halbmaximalen Inhibierung lassen auf unterschibdlic Wirkmechanismen und

Bindungsstellen schliel3en.

Auch die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Datem NS5806-Effekt auf die
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung lassenmitldem bereits beschriebenen Effekt
an rekombinanten Kv4.3-Kanélen vergleichen. In Expenten mit Kv4.3/KChIP2/DPP6-
Kanalen exprimiert in CHO-ZellerChinese Hamster Ovary céllihrten 10 uM NS5806
zu einer Linksverschiebung der Inaktivierungskutwa 5-6 mV (Calloeet al., 2010;
Lundby et al., 2010). Dies bestatigte sich in den Experimentemekombinanten Kv4.2-
Kanalen mit 20 uM NS5806, jedoch zeigte sich beisei Konzentration eine deutlich
starkere Linksverschiebung (14-15 mV). Verantwortlfiir diese Abweichung kénnte die
unterschiedlichea-Untereinheit (Kv4.2) oder auch die hdhere NS58@@rtéentration
(20 uM) in der vorliegenden Arbeit sein. Es ist amzhmen, dass der Effekt auf die
Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung ebensodereEffekt auf die Stromamplitude
konzentrationsabhangig ist. Wie bereits von Lundbyal. (2010) vermutet, kann eine
konzentrationsabhangige Linksverschiebung der imaktingskurve zu der beschriebenen
Abnahme der Stromamplitude bei héheren Konzentratidihren. Anzumerken ist, dass
KChIP im Komplex mit Kv4-Kanélen stets zu einer $ahiebung der Inaktivierungskurve
Zu positiveren Potenzialen fuhrt (Bahriagal., 2001b; Becket al., 2002). Besonders in
Kanalkomplexen ohne KChIP und bei h6heren NS5806zKntrationen ist somit ein Teil
der Kanéle beim vorgegebenen Haltepotenzial vonmVOnicht aktivierbar, und es
kommt durch eine verminderte Verfugbarkeit der Hanau einer Reduktion (bzw.
geringeren Potenzierung) der Stromamplitude. Utiteatswird diese Hypothese durch die
Tatsache, dass sich in binaren Kv4.2/DPP6-S-Koneplexderen Spannungsabhangigkeit
der Inaktivierung per se Dbei deutlich negativerenoteRzialen lag, eine
konzentrationsabhangige Reduktion der AmplitudeclduNS5806 zeigte (siehe 4.4.1;
4.4.3; Abb. 26; Abb. 28).
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Es zeigte sich in der vorliegenden Arbeit auch,sddg&e NS5806-Effekte auf die
Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung und Aktiwig, sowie auf die Erholung von
der Inaktivierung unabhangig von KChIP sind, weftche Bezug auf den molekularen
Wirkmechanismus eine direkte Interaktion mit der4kyUntereinheit vermuten lasst
(Calloeet al.,2010, Lundbyet al.,2010).

Der zugrunde liegende NS5806-Effekt auf das Offisunmd SchlieRverhalten des Kv4-
Kanals ist noch nicht verstanden. Jedoch liefeen Befunde der vorliegenden Arbeit
Hinweise dafur, dass NS5806 zu einer erhohten @fiénscheinlichkeit des Kv4-Kanals
fuhrt und somit zu einer verlangsamten makroskd@sc Inaktivierung und einer
Potenzierung der Stromamplitude. Die Kv4-Kanale sewi ein komplexes
Inaktivierungsverhalten auf, welches sich nicheialldurch eine N-Typ (Ball-and-Chain-
Mechanismus) und C-Typ-Inaktivierung ahnlich deral@dr-Kanale erklaren lasst. Die
Kv4-Kanéle inaktivieren im Gegensatz zu zahlreichaderen Kv-Kanalen hauptséachlich
aus dem geschlossenen Zustand (Geschlossen-Kahéliaerung; Bahringet al, 2001a;
Barghaan et al, 2008). In Kanalkomplexen mit KChIP, in denen eMTyp-
Inaktivierungsmechanismus vollig verhindert wirdef@aueret al, 2004; Wanget al,
2007), kann es zu einer Verlangsamung der makrasiogn Inaktivierung und einer
Potenzierung der Stromamplitude kommen (Jexngl, 1999; Bahringet al, 2001a). In
Kanalen mit einer schnellen N-Typ-Inaktivierungevwiv4-Kanale ohn@-Untereinheiten
(Lundbyet al.,2010), Kv4/DPP-Kanalkomplexe ohne KChIP oder texn€év4-Kanale mit
KChIP und DPP6-E oder DPP10a (Witetlal., 2012) bleibt die N-Typ-Inaktivierung in
Gegenwart von NS5806 bestehen und wird gegebetendalgar begunstigtEine
Zunahme der N-Typ-Inaktivierung, welche abhangiyo der Offnung des Kanals, kann
somit durch eine erhdhte OffenwahrscheinlichkeitGegenwart von NS5806 erklart
werden. Bemerkenswerterweise korrelierte die starkd-Typ-Inaktivierung ternarer
Kv4.2/KChIP3/DDP6-E-Komplexe im Vergleich zur N-Typaktivierung ternarer
Kv4.2/KChIP3/DPP10a-Komplexe (Witzet al.,2012), mit einer geringeren Potenzierung
unter dem konzentrationsabhéngigen Einfluss von8965Dies verdeutlicht, dass die N-
Typ-Inaktivierung mit dem potenzierenden Effekt W085806 interferiert. Dartber hinaus
zeigte sich in ternaren Kv4.2/KChIP3/DPP6-E-Komplexmit der sehr schnellen N-Typ-

Inaktivierung eine Verlangsamung der langsamen Kmmpte der Inaktivierung in
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Gegenwart von NS5806 (Abb. 32C). Dies unterstiieztdashnahme, dass die Akkumulation
der Kv4-Kanale im geschlossen-inaktivierten Zusthed positiven Potenzialen (Bahring
et al., 2001a) durch die erhdhte Offenwahrscheinlichkeiiangsamt ist und die Kanale
langer zwischen dem offenen und dem N-Typ-inaktiei® Zustand pendeln. Neben den
Effekten auf die makroskopische Inaktivierungskindteschrieben Lundbegt al. (2010)
eine NS5806-induzierte Beschleunigung der Gesahieksnal-Inaktivierung von Kv4.3-
Kanalen. Die Kv4-Kanale kénnen vom geschlossenetanid direkt in einen inaktivierten
Zustand (bergehen bevor es zur Offnung des Kamasrk (Bahringet al., 2012). Eine
Beschleunigung dieser Geschlossen-Kanal-Inaktiagrund eine Verlangsamung der
Erholung von der Inaktivierung stehen wahrschemircdirektem Zusammenhang mit der
NS5806-induzierten Verschiebung der Inaktivierunggk zu negativeren Potenzialen. Es
ist somit moglich, dass all diesen Effekten dermseitolekulare Mechanismus zugrunde
liegt.

Die strukturellen Komponenten der Kv4-Kanal-Inaldiung sowohl aus dem
geschlossenen als auch aus dem offenen Zustandzamdhdest in Teilen erforscht
(Gebaueret al, 2004; Barghaaet al, 2008; Doughertyet al, 2008; Kaulinet al, 2008;
Barghaan & Bahring, 2009). Auf der Grundlage derelie bestehenden Arbeitsmodelle
zur Beschreibung der Kv4-Kanal-Inaktivierung (Balgri& Covarrubias, 2011; Bahringt
al., 2012) werden zukunftige pharmakologische Expemniemehelfen, den genauen
molekularen Wirkmechanismus von NS5806 aufzuklaren.

5.3 Pathophysiologisches Remodelling somatodendsther A-

Typ-Kanéle

An den Dendriten pyramidaler Neurone erfolgt digegmation des synaptischénputs
elektrischer Signale zur Generation eines Aktiotesmals als elektrisch&@utput woran
dendritische lonenkandle, einschlie3lich Kv4.2,sabkaggebend beteiligt sind (Magee,
2000). Aktivitatsabhangige Modulation von denddktien lonenkanalen fihrt zur
Veranderung der Regulation der synaptischen Signalk der axonalen elektrischen

Aktivitat, was einen Bezug sowohl zur synaptiscRéastizitat als auch zur Epileptogenese
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vermuten lasst (Remgt al.,2010). Bereits als epileptogen beschrieben sindaltem die
Anderungen der Eigenschaften des somatodendritisBHEyp-Stroms Ksa), welcher der
Entstehung eines Aktionspotenzials entgegenwirlltessenziell fur die Inhibition der sich

retrograd ausbreitenden Aktionspotenziale ist (B&dkaari, 2008).

Der Kv4.2-vermitteltelsa ist sowohl im Zusammenhang mit erworbenen als anch
Zusammenhang mit erblich bedingten Epilepsien bedwén (Bernarcet al, 2004; Singh
et al, 2006; Monaghaet al, 2008; Swet al, 2008). In Pilocarpin-induzierten chronischen
Epilepsien zur Rekapitulation der Eigenschaften dmen Temporallappenepilepsien
(TLE), wurde eine Reduktion der somatodendritiscAefyp-Kanalexpression in CAl-
Pyramidenzellen beobachtet, die mit einem VerlesttdAP-abschwachenden Wirkung im
distalen Dendriten einherging (Bernaed al, 2004; Monagharet al., 2008). Durch
epileptische Aktivitat zeigte sich eine vermindefbgression von Kv4.2-Kanalen und eine
verminderte dendritische Lokalisation der verbliedre Kv4.2-Kandle, welches die
Entstehung rezidivierender epileptischer Aktivitdtder chronischen Phase begunstigte
(Bernardet al, 2004; Monagharet al, 2008). Durch Singtet al. (2006) wurde eine
Deletionsmutante des Kv4.2-Kanals in einer TLE-#din identifiziert. Die
Stromamplitude der Kv4.2-N587fsX1-Kanéle zeigtdsia Vergleich zum Wildtyp-Kanal
reduziert (P < 0,001) ohne signifikante Untersciied Inaktivierungsverhalten (Singtt
al., 2006). Hervorzuheben ist in diesem Zusammenhaasgy 8inglet al. (2006) keine-
Untereinheiten mit dem Kv4.2-Kanal coexprimiert&s gibt Anhaltspunkte daflr, dass
der C-Terminus mit Bereichen proximal von Aminogub80 entscheidend am
Inaktivierungsverhalten des Kv4.2-Kanals beteiligt, unter anderem durch eine
Interaktion des N-terminal bindenden KChIP mit dérTerminus (Jerng & Covarrubias,
1997, Callseret al, 2005). In der vorliegenden Arbeit vermittelte #a.2-N587fsX1 im
terndren Komplex mit KChIP3 und DPP6-S unter Kdiiszlingungen jedoch keine
signifikant geringere oder gréRere Stromamplitudeder Wildtyp-Kanalkomplex (siehe
4.2.2 und 4.3). Dies ist vereinbar mit den Ergedesms aus Experimenten an
unterschiedlichen N- und C-terminalen Deletionsmiga des Kv4.2-Kanals (Callset
al., 2005). Es zeigte sich, dass nicht nur der N-Teusyisondern auch der C-Terminus
entscheidend am KChIP-Effekt beteiligt ist, einddiien distal von Aminosaure 580 des
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C-Terminus jedoch zu keinem signifikanten Untersedhiles KChIP-Effekts im Vergleich
zum Wildtyp-Kanal fuhrt (Callseat al.,2005).

In Anbetracht der Pathophysiologie des Kv4.2-veetign Isa kdnnte ein Kv4.2-
potenzierendes Pharmakon antiepileptische Eigeftechaufweisen. NS5806 fiihrte in der
vorliegenden Arbeit zu einer deutlichen Potenzigruaer durch densa vermittelten
transmembranaren Ladung durch eine Verlangsamunglndétivierung (siehe 4.1.2;
Abb. 16). Zudem beschleunigte NS5806 die Erholueg meuronalen KAuswartsstroms
von der Inaktivierung. Fur hippocampale CA1-Pyragnizkllen ist bereits eine Modulation
des Aktionspotenzials, eine Hemmung der retrogradlérAusbreitung und eine damit
einhergehende Reduktion der Erregbarkeit durch R6®®schrieben (Minge & Bahring,
2011), sodass ein antiepileptisches Potenzial vVBB396 nicht auszuschliel3en ist. Durch
seine potenzierende Wirkung auf den Kv4.3-verntdtell,, und die hierdurch
entstehenden arrhythmischen Eigenschaften des @&atgndroms disqualifiziert sich
diese Substanz derzeit jedoch als Antiepileptik@allpeet al, 2009; Calloeet al, 2010).
Zudem ist ein inhibierender Effekt von NS5806 awflkKanale beschrieben (Lundizg
al., 2010). An Neuronen sind Kv1.4-Kandale vorwiegemdAxon und an der Prasynapse
des terminalen Axons lokalisiert (Vachetral, 2008) und fuihren zu einer Dampfung der
Ca&*-vermittelten Transmitterfreisetzung. Eine Hemmuader Kvl.4-Kanile fihrt zu
einem erhohten C&Einstrom, einer vermehrten Freisetzung von Neansmittern an der
Synapse und somit zu einer gesteigerten axo-telemriaregbarkeit (Dodson & Forsythe,
2004; Vacheret al, 2008). Diese Form von pharmakologischer Beeistlng ware nicht
im anti-epileptischen Sinne. Dariiber hinaus isé éithibition von N& und C&*-Strémen
durch NS5806 in nativen Hundemyozyten beschriel@allde et al, 2009). Es ist
demnach wahrscheinlich, dass auch im neuronalere@@Wa- und C&*-Stréme durch
NS5806 beeinflusst werden und ihre Funktion an Eleistehung des Aktionspotenzials
und der Nachdepolarisation (siehe 2.1) modulierdwbDiese Effekte sind jedoch nicht
untersucht. Die Effekte von NS5806 auf eine Reiba Kv o- und B-Untereinheiten
wurden bereits beschrieben (Lundityal, 2010). Jedoch sind nicht alle Untereinheiten zur
Vermittlung von neuronalen *KStrémen untersucht worden, wie Kv7.2 und Kv73) (
und einige demp-vermittelnde Kvl-Untereinheiten. Auch in diesenmsZmmenhang kann

ein neuronaler Effekt von NS5806 nicht ausgescbklosgerden.
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Zusammenfassend kénnte eine Substanz mit den Elggitsn von NS5806 und einer
Selektivitat fur den Kv4.2-Kanal als antiepileptiss Pharmakon an Aufmerksamkeit
gewinnen. Weitere Experimente zum molekularen We&hanismus werden zur

Erforschung des wissenschaftlichen und mediziniscRetzens der Sulfonylharnstoff-
Verbindung NS5806 beitragen.
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7. Anhang

7.1 Abktrzungsverzeichnis
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Axon-Initialsegment
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backpropagating Action Potential

Region 1 des Ammonshorr(nu ammonisdes Hippocampus
die Konzentration bei halb-maximaler Potenziertmtgbierung

Chinese Hamster Ovary
Kapazitat der Zellmembran als Kondensator
Kapazitat der Pipettenwand als Kondensator

Dimethyl-Sulfoxid
Dipeptidylaminopeptidase-verwandtes Protein
Enhanced Green Fluorescent Protein
K*-Gleichgewichtspotenzial

exzitatorisches postsynaptisches Potenzial
Hill-Koeffizient
Human Embryonic Kidney
Ca*-sensitiver K-Strom mit groRer Leitfahigkeit
resistenter CGa-Strom
transienter C4-Strom
Dendrotoxin-sensitiver kStrom
spat rektifizierender kStrom
gesamter neuronale Auswartsstrom
durch Hyperpolarisation aktivierter Strom (NQ")

"M-Strom”; durch M1lmuskarinische  Acetylcholinrezeptor
inhibierbarer K-Strom

spannungsabhangiger N&trom
nicht oder langsam inaktivierende Rest-Strom-Konenbe
somatodendritischer A-Typ'KStrom
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lto
Kact
KChIP
Kinact
MAPK
OPA
PKA
PKC
Qk

Rr

Rwm
Reip
Rs
RseaL
SEM
TLE
TTX
Tinact
Trec
Uaus
Upip
UsoLL
Us

V1/2act

Vo5

Vl/2inact
VH

transienter K Auswartsstrom kardialer Myozyten

der Steigungsfaktor der Spannungsabhangigkei\klivierung
Kv Channel Interacting Protein

der Steigungsfaktor der Spannungsabhangkeit dé&tiiierung
Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Operational Amplifier

Proteinkinase A

Proteinkinase C

K*-vermittelter Ladungstransfer tiber der Membran
Rickkopplungswiderstand des Patch-Clamp-Verstérker
Widerstand uber der Zellmembran

Pipettenwiderstand

Serienwiderstand

Verbindungswiderstand zwischen Pipette und Membran
Standard Error of the MeafStandardfehler)
Temporallappenepilepsie

Tetrodotoxin

Zeitkonstante der makroskopischen Inaktivierung
Zeitkonstante der Erholung von der InaktivieruRgg¢overy
Ausgangsspannung zur Umrechnung in den gemesSaren
Pipettenspannung

Sollspannung

Spannungsdifferenz zwischen Pipetten- und Sollsyag

Spannung bei halb-maximaler Aktivierungpasierend auf eine
Boltzmann-Funktion 4. Ordnung

Spannung bei der die Funktion der Leitfahigkeit Wferhaltnis zui
maximalen Leitfahigkeit 0,5 betrug

Spannung bei halb-maximaler Inaktivierung der @amplitude
Haltepotenzial
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