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Zusammenfassung

Die Tonenkanaluntereinheiten Ky/7.2 und Ky7.3 bilden heteromere, spannungsabhéngige Ka-
liumkanéle, die im Gehirn den sogenannten M-Strom vermitteln. Wird dieser hyperpolarisie-
rende, auch bei Ruhemembranpotentialen aktive Strom durch Mutationen der entsprechenden
Gene KCNQ2 und KCNQ@3 beeintriachtigt, kann es im Menschen zur Ausbildung neonataler
Epilepsien kommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das KCNQ2V™1%_Mausmodell untersucht, in dem eine che-
misch induzierte Punktmutation fiir den Aminosdureaustausch von Valin 182 durch Methionin
verantworlich ist. Homozygote KCNQ2V182M/VI182M_ \[5use zeigten spontane Krampfanfille, die
zu einer stark erhohten Letalitit fithrten. Des Weiteren wiesen sie ein reduziertes Kérpergewicht
bei ebenfalls reduzierter Korpergrofie auf.

Die biophysikalische Charakterisierung des spannungsabhingigen Offnungsverhaltens hetero-
merer Ky/7.2V182M /Ky 7.3-Kanéile mittels Zwei-Elektroden-Spannungsklemme in Xenopus laevis-
Oocyten zeigte eine Verschiebung der Aktivierung in Richtung positiverer Membranpotentiale.

In Ubereinstimmung mit diesen Befunden war die zellulire Erregbarkeit hippocampaler CA1-
Neurone von KCNQ2VI82M/+_ ynd KCNQ2V152M/VI182M \5usen erhoht. Spannungsklemme-
Experimente zeigten auch hier eine Verschiebung der Offenwahrscheinlichkeit hippocampaler
M-Kanéle.

Die Ubererregbarkeit auf zellulirer Ebene war auf Netzwerkebene mit einer erhéhten hippo-
campalen Aktivitdt in in vivo-Ableitungen neonataler KCN Q2V182M/V182M \[5use assoziiert. In
Verhaltenstests zeigten adulte KCNQ2V182M/+_ und KCNQ2V182M/V182M_Tiere eine erhohte lo-
komotorische Aktivitdt und eine Beeintrachtigung des hippocampusabhéngigen Arbeitsgedécht-
nisses.

Die postnatale Behandlung mit dem selektiven M-Kanal-Offner Retigabin beeinflusste sowohl
die Uberlebensrate, als auch die Gewichtsentwicklung homozygoter KCNQ2V182M/V182M_ Tiere
positiv. Durch den NKCC1-Blocker Bumetanid lief3 sich ebenfalls die Letalitdt reduzieren, das
Auftreten beobachteter spontaner Krampfanfille in der Neonatalperiode konnte im Trend re-
duziert werden. Die Gewichtsentwicklung blieb jedoch unbeeinflusst. Die durch die Mutation
KCNQ2V18M erhéhte Bewegungsaktivitit in adulten Méusen konnte dariiber hinaus durch die
neonatale Behandlung mit Bumetanid verhindert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern die erste umfassende Charakterisierung des KCNQ2N™/154_
Mausmodells auf zelluldrer, Netzwerk- und Verhaltensebene. Dariiber hinaus geben sie Hinweise
auf die Rolle von M-Kanélen in der neonatalen Entwicklung des Gehirns und mogliche neue

Behandlungsstrategien neonataler Epilepsien.
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1 Einleitung

1.1 Epilepsien

Epilepsien umfassen ein breites Spektrum verschiedener krampfassoziierter Syndrome und Er-
krankungen [39]. Bei allen handelt es sich um eine chronische Stérung der Hirnfunktion, die wie
folgt definiert wird: ,,Ein epileptischer Anfall ist das voriibergehende Auftreten von krankhaften
Befunden und/oder Symptomen aufgrund einer pathologisch exzessiven oder synchronen neu-
ronalen Aktivitdt im Gehirn. Epilepsie ist eine Storung des Gehirns, die durch eine dauerhafte
Neigung zur Entwicklung epileptischer Anfélle sowie durch die neurobiologischen, kognitiven,
psychologischen und sozialen Konsequenzen dieses Zustands gekennzeichnet ist. Die Definition
einer Epilepsie setzt das Auftreten mindestens eines epileptischen Anfalls voraus.* [43]. Vereinzelt
auftretende Krampfanfélle, von denen bis zu 10 % der Weltbevolkerung betroffen sind, werden
nicht automatisch als Epilepsie bezeichnet, wenn nicht eine weiterhin bestehende Préavalenz fiir
erneut auftretende Krampfanfille gegeben ist. Von akuten epileptischen Erkrankungen betrof-
fen sind weltweit etwa 0,5-2 % aller Menschen. Das entspricht laut Weltgesundheitsorganisation
(WHO) einer Gesamtzahl von rund 50 Millionen [147].

Dabei spielen die Umstédnde, unter denen eine Epilepsie entstehen kann, eine entscheidende
Rolle. So werden grundsétzlich idiopathische von symptomatischen Epilepsien unterschieden,
neben solchen, die sich keiner Kategorie zuordnen lassen und als kryptogen bezeichnet werden
[39]. Bei den idiopathischen, die etwa 60 % aller Epilepsien umfassen [33], ist keine duflerliche
Ursache fiir die Erkrankung auszumachen. In diesen Féllen sind genetische Defekte oder Disposi-
tionen fiir die Ausbildung der Epilepsie verantwortlich. Symptomatische Epilepsien sind hingegen
auf ein schidigendes Ereignis oder eine ursidchliche Erkrankung zurtickzufiithren. So kénnen ver-
schiedenste Schiadigungen des Gehirns Ursache fiir die Ausbildung einer sogenannten sekundéren
Epilepsie sein [147]. Beispiele hierfiir sind zum Einen mechanische Einfliissse wie Schidel-Hirn-
Traumata oder auch gréflere Tumore, sowie durch Sauerstoffmangel bedingte Schiadigungen, die
z.B. in Neugeborenen durch Komplikationen bei der Geburt oder durch einen Schlaganfall aus-
gelost werden kénnen. Weitere Ursachen sind Infektionen oder Entziindungen z.B. der Hirnhéute
[5], oder andere Erkrankungen wie Alzheimer oder Multiple Sklerose [103, 131].

Eine Herausforderung stellt, aufgrund der vielfaltigen Ursachen und Auspriagungen, die Un-
terscheidung und Klassifizierung epileptischer Erkrankungen dar. Grundlage fiir die Diagnose
und Einordnung der jeweiligen Erkrankung bilden hauptséchlich die 1981 und 1989 von der
International League Against Epilepsy (ILEA) veroffentlichten Empfehlungen [7, 100]. Neue Er-
kenntnisse und ein erweitertes Krankheitsspektrum haben die ILAE jedoch dazu veranlasst im

letzten Jahrzehnt einige Verbesserungs- und Erweiterungsvorschlidge auszuarbeiten [39, 15]. Die-
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se werden jedoch weiterhin kritisch diskutiert [16, 102].

Grundsétzlich wird zwischen einzelnen Krampfanfillen, dem sich daraus ergebenden epilepti-
schen Syndrom, und einer eventuell zugrunde liegenden Krankheit unterschieden [39]. Wichtige
Kriterien zur Beurteilung sind hierbei die Unterscheidung in selbstlimitierende und anhaltende
und in lokale bzw. fokale und primér oder sekundér generalisierte Anfélle. Ein weiteres Kriterium
ist der Zeitpunkt des Auftretens des ersten Krampfanfalls. Die Lokalisation des betroffenen Hir-
nareals ist ebenfalls sowohl in diagnostischer, als auch therapeutischer Hinsicht von Bedeutung
[40]. Auflerdem kann es Auslosefaktoren wie z.B. optische oder akustische Reize und generel-
le Ursachen wie genetische Dispositionen oder zugrundeliegende Erkrankungen und Ereignisse
geben [66].

Die Beschreibung und das Verstdndnis epileptischer Erkrankungen im sich entwickelnden Ge-
hirn stellt eine besondere Herausforderung dar [13]. Neonatale Krampfanfille sind oft ein Hinweis
auf eine gestorte Entwicklung des Gehirns, welche unterschiedliche Ursachen haben kann. Da-
bei kénnen sowohl genetische Dispositionen, als auch pri- oder postnatale Ereignisse eine Rolle
spielen [118]. Auflerdem sind neonatale Krampfanfille oft auch ein Hinweis auf spétere Fehl-
entwicklungen oder Stérungen [31]. Die Wahrscheinlichkeit einen Krampf zu erleiden, ist in der
Neonatalperiode weit grofier ist als in anderen Lebensphasen [124]. Die Zahlen reichen dabei von
1,8-3,5 Fallen auf 1000 Neugeborene nach einem normalen Schwangerschaftsverlauf, bis zu 58-
132 Féllen auf 1000 Frithgeborene [134]. Dabei sind auch die Diagnose-und Definitionskriterien
von Bedeutung, da es sowohl klinisch relevante Anfélle gibt, die elektroneutral sind, also keine
Auffalligkeiten im Elektroenzephalogramm (EEG) zeigen, als auch im EEG sichtbare abnormale
Neuronenaktivitét, die zu keinen erkennbaren krampfihnlichen Symptomen fithrt [47]. Neonatale
Krampfanfélle sind hdufig auch Symptom und/oder Ursache einer allgemeinen Enzephalopathie
[32].

Liegen der Entstehung von epileptischen Erkrankungen stets pathologische Veréinderungen
zugrunde, muss auch beriicksichtigt werden, dass ein fortschreitendes Auftreten von Krampf-
anféllen eine Reihe weiterer pathologischer Verdnderungen mit sich bringen kann [127, 133].
Durch die Uberbelastung einer stindig erhohten Aktivitit konnen Nervenzellen in entscheiden-
dem Mafle absterben [54]. Dadurch wiederum kénnen eine Reihe zelluldrer Verdanderungen oder
auch inflammatorischer Prozesse initiiert werden, die das Krankheitsbild verschéirfen und zur
Epileptogenese beitragen [46].

So ist eine Epilepsie nicht nur Ausdruck einer krankhaften Stérung, sondern kann diese auch
massiv verstdrken und selbst in fortschreitenden neurodegenerativen Prozessen zum Ausloser
weiterer Symptome werden. Gerade in der Entwicklung befindliche Nervensysteme kénnen da-
durch massiv gestort werden; weitere Fehlentwicklungen sind die Folge. Eine pharmakologische
Kontrolle der epileptischen Aktivitdt ist daher wichtig und gerade bei neonatalen Epilepsien
von besonderer Bedeutung [17]. Im schlimmsten Fall kann es, wenn ein akuter Krampfanfall
nicht von selbst endet und nicht behandelt werden kann, zu einem Auftreten des sogenannten
Status Epilepticus kommen. Dabei fiithrt ein per Definition mindestens fiinf Minuten dauernder
generalisierter Krampfanfall moglicherweise zu einer dauerhaften Schiadigung des Gehirns oder

sogar zum Tode [84, 46]. Folgen einer unbehandelten Epilepsie im Kindesalter kénnen aber auch
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allgemeine Entwicklungsdefizite und kognitive Stérungen sein [107, 17]. Das Risiko, wiederkeh-
rende Krampfanfille im Erwachsenenalter oder sogar einen todlichen Anfall zu erleiden, kann
ebenfalls stark erhoht sein [1]. Es gibt aber auch krampfassoziierte Erkrankungen im Neuge-
borenenalter wie die Benign Familial Neonatal Convulsions (BFNC), die weniger dauerhaften
Schaden anzurichten scheinen als andere Epilepsien [112, 111].

Grundsétzlich ist allen epileptischen Krampfanfillen gemein, dass sie Ausdruck einer abnormal
synchronen Aktivitdt grofier Gruppen von Nervenzellen sind [149, 90]. Die Aktivitit einzelner
Zellen ist dabei vermutlich stark erhoht. Neben einer erhéhten neuronalen Aktivitdt werden
jedoch auch Anderungen in der synaptischen Plastizitit und gliale Fehlfunktionen vermutet [130,
36]. Sowohl im Menschen, als auch im Tiermodell kann es zu morphologischen Verédnderungen
ganzer Hirnareale, etwa einer Dispersion neuronaler Populationen oder astrozytiaren Gliosen im
Rahmen einer hippocampalen Sklerose kommen [83, 105]. Ob es im Einzelfall aber tatséchlich zu
einer Schadigung kommt ist von vielen Faktoren abhéingig und kann nicht universell beantwortet

werden.

1.2 Neuronale Zellverbande und Netzwerkaktivitat

Krampfanfille entstehen durch pathologisch erhéhte und/oder abnormal synchrone Neuronenak-
tivitdt. Eine kontrollierte Synchronitédt ist aber auch im nicht epileptischen Gehirn von entschei-
dender Bedeutung. So ist das Gehirn kein loses Netzwerk einzelner Neurone, die mit ihren zuféllig
vernetzten, benachbarten Zellen kommunizieren, sondern vielmehr ein koordiniertes Netzwerk
unterschiedlicher Substrukturen, die iiber gerichtete axonale Leitungsbahnen miteinander kom-
munizieren. Grundlage dieser Organisationsstruktur ist die Fahigkeit neuronaler Zellverbénde,
integrativ einzelne Signale in einem synchronisierten Aktivitdtsmuster aufeinander abzustimmen
[26].

Synchrone Aktivitdt von Neuronen kann in Form des lokalen Feldpotentials detektiert werden.
So erzeugt jede elektrische Aktivitédt in Form von Potentialdnderungen iiber Zellmembranen ein
elektrisches Feld. Daher haben an jedem extrazelluliren Punkt des Gehirns alle umliegenden,
elektrisch aktiven Zellen, Einfluss auf das jeweilige lokale Feldpotential. Anderungen in diesem
Potential geben Aufschluss iiber die Synchronitdt der umgebenden Neuronenaktivitdten. Dabei
koénnen verschiedene Aktivitdtsmuster wie z.B. einzelne synchrone Entladungen oder Oszilla-
tionen beschrieben werden. Die beobachteten Oszillationen kénnen sich dabei in Amplitude,
Frequenz und Lange unterscheiden und sich iiberlagern [25].

Zu abnormaler Synchronitit und Ubererregbarkeit kann es vor allem dann kommen, wenn
das Gleichgewicht aus inhibitorischen und exzitatorischen Faktoren im Gehirn gestort ist. Dabei
spielen verschiedene Neurotransmittersysteme an chemischen Synapsen eine wichtige Rolle. Die
wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter sind Glutamat und Acetylcholin, die bedeutend-
sten inhibitorischen Transmitter sind Gammaaminobuttersaure (GABA) und Glyzin [64].

Durch Neurotransmitter wird an der postsynaptischen Membran die Leitfdhigkeit von Ionen-
kanélen verdndert. Exzitatorische Transmitter erhohen so meist die Leitfdhigkeit von Kationen

wie Nat- oder Ca?*-Ionen. Dadurch kommt es zu einem 6rtlichen Einstrom dieser Ionen, deren
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Konzentration auflerhalb der Zelle weit hoher ist als im Inneren. Durch den Einstrom posi-
tiv geladener Teilchen kommt es zu einer lokalen Depolarisation. Rezeptoren inhibitorischer
Neurotransmitter wie z.B. die GABA so-Rezeptoren erhéhen die Chloridionenleitfihikeit, so dass
negative Ladungen in die Zelle stromen. Eine lokale Hyperpolarisation ist die Folge. Durch
Neurotransmitter ausgeloste Kaliumstrome haben ebenfalls einen hyperpolarisierenden Effekt
[64].

Lokale De- oder Hyperpolarisationen kénnen sich iiber spannungsabhéngige Ionenkanéle aus-
breiten und sich gegenseitig verstidrken oder abmildern. Die Aktivitat an vielen Synapsen ergibt
ein Gesamtbild eingehender Reize, das iiber die Dendriten und das Soma am Axoninitialsegment
integriert wird. Wird hier durch eine ausreichend starke Depolarisierung ein Schwellenpotential
tiberschritten, kommt es zur Auslosung eines sogenannten Aktionspotentiales [8].

Grundlage aller Reizleitung ist der Potentialaufbau tiber Zellmembranen und der kontrollierte
Fluss geladener Ionen tiber diese Membranen. Ionen-Stréome werden von lonenkanélen vermittelt.
Genetische Defekte, die zu Epilepsien fiithren, betreffen daher héufig Gene von Ionenkanélen.
Dabei koénnen sowohl einzelne, aber auch mehrere Gene kausale Mutationen oder genetische

Pravalenzen aufweisen.

1.3 lonenkanale

Da biologische Membranen fiir lonen undurchléssig sind, erfolgt ihr Transport {iber entsprechen-
de integrale Membranproteine, die als Ionenkanéle oder Transporter bezeichnet werden. Protei-
ne, die einen passiven Transport entlang des Gefilles eines elektrochemischen Gradienten durch
eine Ionen-selektive Pore vermitteln, werden als Kanéle bezeichnet. Aktive Transportproteine,
die einen Transport entgegen dieser Gradienten bewirken, und so dazu beitragen diese aufrecht
zu erhalten, werden als Pumpen bezeichnet [44]. Ionenkanéle zeichnen sich allgemein durch eine
hohe Selektivitdt und eine hohe Transportrate aus. Erreicht wird eine Kombination dieser Eigen-
schaften zum einen durch den energetischen Vorteil der Wasserstoffbriickenbindungen von Ionen
zum Selektivititsfilter des Kanals im Vergleich zu der sie umgebenden Hydrathiille. Dadurch
werden Durchflussraten von 10% bis 10® Ionen pro Sekunde erreicht. Zum anderen muss der Io-
nenradius fiir eine Ausbildung dieser Bindungen genau zu dem der Kanalpore passen, wodurch
eine nahezu fehlerfreie Selektivitit gewahrleistet wird [48].

Grundsétzlich werden Ionenkanéle nach der Art der Ionen, die sie leiten, und ihrem Akti-
vierungsmechanismus unterschieden. Die wichtigsten Kanéle leiten selektiv entweder Natrium-,
Kalium-, Chlorid-, oder Calciumionen. Aber auch weniger selektive Kanile, die beispielsweise
einen Transport aller Kationen erlauben, sind bekannt [3].

Aktiviert werden Ionenkanile entweder durch Anderungen des Membranpotentials, dann
spricht man von spannungsabhéngigen Kanélen, oder durch Bindung eines spezifischen Ligan-
den, meist eines Neurotransmitters. In diesem Falle handelt es sich um einen ligandengesteuerten
Tonenkanal. Auflerdem gibt es Kanéle, die auf mechanische Reize, Licht oder Temperaturdnde-
rungen reagieren [64].

Gemein ist allen Ionenkanilen neben einer Pore und dem Selektivitatsfilter eine Reihe von
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Transmembrandoménen, die den Kanal in der Zellmembran verankern. Die Zahl der Transmem-
brandoménen variiert dabei von zwei bis 24 [64]. Auflerdem werden viele Kanéle, insbesondere
Kaliumkanéle, aus vier Untereinheiten zusammengesetzt, die dann jeweils vier bis sechs Trans-
membrandoménen besitzen und eine zentrale Pore bilden. Die N- und C-Termini der Kanalun-
tereinheiten konnen sich sowohl intra-, als auch extrazelluliar befinden und sind vor allem fiir die

Kanalassemblierung und die Wechselwirkung mit anderen Molekiilen von Bedeutung [123].

1.3.1 Spannungsabhdngige K, 7-Kaliumkanale

Kaliumkanéle sind neben der Repolarisierung elektrisch aktiver Zellen, vor allem fiir die Form-
gebung von Aktionspotentialen und die Regulierung von neuronaler Aktivitdt verantwortlich
[137, 140, 14]. Sie machen mit rund 70 Genen den grofiten Anteil der Ionenkanéle aus. Weiter
unterschieden werden Kaliumkanéle nach der Art ihres Aktivierungsmechanismus [51]. Bei den
Ky-Kanalen handelt es sich um spannungsabhéngige Ionenkanéle. Dariiber hinaus gibt es Kané-
le, die iiber Anderungen der intrazelluliren Calciumkonzentration oder G-Protein-gekoppelte Si-
gnalkaskaden aktiviert werden [51]. Allen Kanélen gemeinsam ist auflerdem ein Inaktivierungs-
mechanismus, bei dem die Kanalpore verschlossen werden kann. Aus dem inaktiven Zustand
kann der Kanal dann wieder in den geschlossenen, aktivierbaren Zustand iibergehen. Fiir Io-
nenkanéle konnen also die drei Zusténde geschlossen, offen und inaktiviert beschrieben werden
[6].

Funktionale spannungsabhéngige Kaliumkanéle sind aus vier a-Untereinheiten aufgebaut [58].
Bei einigen Kanélen kénnen dariiber hinaus (§-Untereinheiten mit dem Kanal assoziiert sein,
die in der Regel regulatorische Funktionen haben. Die a-Untereinheiten bestehen aus jeweils
sechs Transmembrandoménen und weisen intrazellulire N- und C-Termini auf. Zwischen den
Transmembrandoménen fiinf und sechs, die die Kanalpore bilden, befindet sich auflerdem die
sogenannte Porenschleife. Die Porenschleifen von vier a-Untereinheiten bilden im assemblier-
ten Kanal den Selektivitétsfilter [48]. Transmembrandoméne vier enthélt bis zu sechs positiv
geladene Aminosauren und weist daher eine positive Nettoladung auf. Ihre relative Position
ist dadurch vom umgebenden elektrischen Feld und somit spannungsabhéngig. Sie wird auch
als Spannungssensor bezeichnet und erzeugt durch ihre Bewegung innerhalb der Membran eine
Konformationsianderung des Kanals [60]. Die intrazelluldren N- und C-Termini sind vor allem
fiir die Interaktion mit anderen Kanaluntereinheiten und Interaktionspartnern von Bedeutung
[122, 123].

Finf der spannungsabhédngigen Kaliumkanéle gehoren zur Familie der Ky 7-Kanéle und wer-
den durch die Gene KCNQ@1-5 kodiert. Bei ihnen handelt es sich um langsam aktivierende, nicht
inaktivierende Kaliumkanéle, die bereits bei einem Ruhemembranpotential zwischen -60 und
—70mV eine gewisse Offenwahrscheinlichkeit aufweisen [24]. Dabei tragen sie in erster Linie nicht
zur Repolarisierung der Membran nach Aktionspotentialen, sondern vielmehr zu deren Form-
gebung und der zelluldren Aktivitdtsmodulation bei. Die verschiedenen Untereinheiten werden
in unterschiedlichsten Geweben exprimiert. Fiir vier Untereinheiten wurden bereits Mutationen

beschrieben, die mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert sind [59].
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Gen Expression Erkrankungen Vererbung
KCNQ1  Herz, Innenohr, Long-QT-Syndrom (LQT1), Dominant
Darm, Niere Romano-Ward-Syndrom (RWS), Dominant
Jervell und Lange-Nielsen Syndrom Rezessiv
(JLNS),
Familidre Atrielle Fibrillation Dominant
(AFTB1)
KCNQ2  Gehirn, Ganglien, Neugeborenenepilepsie (BENC) Dominant
Riickenmark
KCNQ3  Gehirn, Ganglien, Neugeborenenepilepsie (BENC) Dominant
Riickenmark
KCNQ4  Innenohr, Gehirn, Autosomal dominante Form der Taub- Dominant
Ganglien heit (DFNA2)
KCNQb5 Gehirn, Ganglien, nicht bekannt
Muskel

Tabelle 1.1: Expressionsmuster und assoziierte Erkrankungen von KCNQ-Kanilen. Modifi-
ziert nach Jentsch [59].

Ky 7.1 wird vor allem im Herzmuskel exprimiert und kann bei einer durch Mutationen einge-
schriankten Funktion dafiir sorgen, dass das sogenannte QT-Intervall bei der Erregungsleitung am
Herzen abnormal verldngert ist (Tab. 1.1) [56]. Dadurch kommt es zu Herzrhythmusstérungen
und in einigen Féllen auch zum plétzlichen Herztod. Besondere Formen des Long-QT-Syndroms
sind das Romano-Ward- und das Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom. Beim Romano-Ward-Syndrom
kommt es zusétzlich zu den kardialen Symptome zu einem Horverlust, da KCNQ1 auch im In-
nenohr exprimiert wird [119]. Ky 7.1 assoziiert aulerdem mit verschiedenen [-Untereinheiten,
so dass Mutationen in diesen Untereinheiten zu dhnlichen Symptomen fithren [28].

KCNQ2 und KCNQ3 werden vorwiegend im Gehirn exprimiert, besonders im Hippocampus
und im Cortex. Thre Expressionsprofile zeigen grofiflichige Uberschneidungen. Da heteromere
Kanile aus je zwei Ky/7.2- und Ky 7.3-Untereinheiten weit bessere Leitungseigenschaften als die
entsprechenden homomeren Kanéle aufweisen [59], wird vermutet, dass vor allem heteromere
Kanéle den Ky 7-assoziierten M-Strom leiten [132]. Seinen Namen erlangte der sogenannte M-
Strom durch die Tatsache, dass er durch muskarinische Acetylcholinrezeptoren inhibiert werden
kann [23]. Mechanistisch bewirkt die Aktivierung des muskarinischen Acetylcholinrezeptors eine
Verringerung der membranstandigen PIP2-Konzentration. PIPy wiederum wirkt aktivierend auf
M-Kanéle [55, 24]. M-Kanéle werden in unterschiedlichen neuronalen Zelltypen, vor allem im
Bereich des Axoninitialsegmentes exprimiert, wo sie an der Kontrolle der neuronalen Aktivitét
mafgeblich beteiligt sind, sowie an den sogenannten Ranvierschen Schniirringen [101, 35]. Da
der M-Strom auch bei Membranpotentialen im Ruhebereich aktiv ist, hat er eine hyperpolarisie-
rende und somit inhibitorische Wirkung auf das Feuerverhalten von hippocampalen Neuronen
[24]. Mutationen in KCNQ2 und KCNQ@3 konnen zu einer Form der neonatalen Epilepsie, den
sogenannten Benign Familial Neonatal Convulsions (BFNC) fithren, aber auch zu epileptischen

Enzephalopathien im Neugeborenenalter, sowie weiteren Epilepsieformen im Erwachsenenalter

11



1 Einleitung

[18, 94]. Von Ky 7.2 sind dabei weitaus mehr kausale Mutationen bekannt als von Ky 7.3 [59].
Mittlerweile gibt es Hinweise, dass die ebenfalls im Gehirn exprimierte Kanaluntereinheit
Ky 7.5 zur Ausbildung des M-Stroms beitragen kann [136, 120]. Ky 7.4 hingegen wird im Innenohr

exprimiert. Mutationen fithren in diesem Fall zu einer Form von Gehérverlust [95, 92].

1.4 Vorhandene Tiermodelle fiir Epilepsien

Bei den meisten Tiermodellen, die bisher in der Epilepsieforschung Verwendung finden, werden
in M&usen oder Ratten durch Gabe bestimmter Substanzen chemisch Krampfanfille erzeugt
[47, 135]. Durch die Moglichkeit der kontrollierten Epileptogenese haben diese Modelle den Vor-
teil einer klar definierten epileptogenen Periode, in der gezielt Untersuchungen durchgefiihrt
werden konnen. Dadurch, dass die Epilepsien erzeugenden Umstédnde aber relativ artifiziell und
nicht mit denen vergleichbar sind, unter denen sich im Menschen Epileptogenese vollzieht, ha-
ben diese Modelle auch Limitationen [80]. Zum Einsatz kommen in induzierten Modellen unter
anderem Pilocarpin, Kainat oder Pentetrazol (PTZ). Ebenso wird eine chronische intrakranielle
Stimulation (Kindling) eingesetzt.

Ein weiteres Problem bei Modellen fiir neonatale Epilepsien ist der nur begrenzt mogliche Ver-
gleich neuronaler Entwicklungsstufen in Neugeborenen von Nagern und Menschen. So entspricht
der Entwicklungsstand einer 11-13 Tage alten Maus oder Ratte in etwa dem eines neugeborenen
Séuglings [47]. Da samtliche Entwicklungen des Nervensystems eine hohe Dynamik aufweisen,
kénnen Altersunterschiede von Tagen oder sogar Stunden im Tiermodell entscheidende Unter-
schiede bedeuten.

Genetisch bedingte Epilepsien in Tiermodellen kénnen so, zumindest in Hinblick auf die Erfor-
schung der Epileptogenese idiopathischer Epilepsien, einen entscheidenden Vorteil haben. Ver-
antwortlich sind in den meisten Modellen, wie auch fiir viele im Menschen beobachtete Epi-
lepsien, Mutationen oder genetische Verdnderungen in Genen, die fiir lonenkanéle kodieren. In
Natriumkanélen sind es meist sogenannte gain of function-Mutationen, die eine stérkere Leit-
fadhigkeit bzw. eine verminderte Inaktivierung der entsprechenden Kanéle bewirken und so zu
einer Ubererregbarkeit von Nervenzellen fithren [27]. In Kaliumkanilen sind dagegen hiufig loss
of function-Mutationen oder Gen-knock out’s fiir die Auspragung einer Epilepsie verantwort-
lich. Durch sie geht in der Regel ein Teil der inhibitorischen und modulatorischen Aktivitdt in
Nervenzellen verloren [20].

Fiir die Ionenkanéle der Ky 7-Familie existieren verschiedene Mausmodelle. Watanabe et al.
beschrieben 2000 erstmals, dass homozygote KCNQ2 knock out-Méause kurz nach der Geburt an
einem Lungendefekt versterben. Heterozygote Tiere zeigen eine geringere KCNQ2-Expression
und eine erhéhte Sensitivitdt auf PTZ-induzierte Krampfanfille [144]. Ein weiteres KCNQ2-
Mausmodell stammt aus dem Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA und wurde 2003 publiziert
[152]. Dabei handelt es sich um eine aus einem chemisch induzierten Mutagenese-Screen hervor-
gegangene Linie mit dem Namen Szt1, bei der eine 300 kb-Deletion auf Chromosom 2 vorliegt.
Eines der drei von der Deletion betroffenen Gene ist KCNQ@2. Der Phénotyp dieser Mause ist
mit dem des KCNQ2-knock out’s vergleichbar [152]. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass Tie-
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re der Szti-Linie stérker auf das an M-Kanélen wirkende Prokonvulsivum Linopirdine, und
schwicher auf das ebenfalls M-Kanile beeinflussende Antikonvulsivum Retigabin reagieren als
Wildtyp-Kontrollen [99]. Ebenso konnten in elektrophysiologischen Messungen in Hirnschnitten
eine durch die Szt1-Deletion urséchliche Verringerung des M-Stroms in hippocampalen Neuronen
festgestellt und die verdnderte Pharmakosensitivitét verifiziert werden [98].

Ein weiteres Modell fiir eine M-Kanal-Defizienz wurde 2005 von Peters et al. beschrie-
ben. Ein dominant negatives Transgen kann in diesem Modell {iber ein sogenanntes Tet-Off-
Expressionssystem kontrolliert exprimiert werden. Eine Expression unter dem Prionpromoter
in den ersten beiden Lebenswochen resultiert in einer sehr starken Reduktion des M-Stromes in
einem Teil der hippocampalen CA1-Neuronen. Drastische morphologische Verdnderungen des
Hippocampus, spontane Krampfanfille und Hyperaktivitat sind die Folge [105].

Weitere M-Kanal-defiziente Mausmodelle wurden 2008 erstmals verdffentlicht [129, 97]. Bei
diesen handelt es sich um Punktmutationen von KCNQ2 und KCNQ@3, die zuvor in Familien
mit BFNC nachgewiesen werden konnten [128, 29] und dann iiber einen knock in in das Genom
von B6 und FVB-Mauslinien eingebracht wurden. Beide Mutationen hatten bereits in Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme-Experimenten in Xenopus laevis-Oocyten fiir geringere Strom-
amplituden gesorgt [121]. Des Weiteren fithren beide Mutationen im Mausmodell homozygot
zu spontanen wiederkehrenden Krampfanfillen, die Ursache fiir eine erhohte Sterblichkeit sind.
Auflerdem konnte ein verringertes Korpergewicht festgestellt werden. In elektrophysiologischen
Messungen in Hirnschnitten wurde auch in diesen Tieren eine verringerte M-Strom-Amplitude in
hippocampalen CA1-Neuronen gemessen. Morphologische Verdnderungen durch wiederkehrende

Krampfanfille konnten allerdings nicht beobachtet werden [129].

C

Abbildung 1.1: Struktur einer Ky 7.2- Kanaluntereinheit mit der Mutation KCNQ2V5?M,
In rot ist die ungefdhre Position der Mutation in Transmembrandoméne drei markiert.

Bereits 2003 wurde durch das Jackson Lab eine weitere Maus publiziert, die ebenfalls iiber
einen chemisch induzierten Mutagenese-Screen erzeugt worden war und sowohl homo-, als auch
heterozygot eine verringerte Krampfschwelle aufwies [41]. Es stellte sich heraus, dass auch diese
Linie eine Punktmutation im KCNQ2-Gen aufweist. Allerdings liegt diese Mutation im Be-
reich der Transmembrandoméne drei und fithrt zum Austausch der Aminoséure Valin 182 durch
Methionin (Abb. 1.1). Kearney et al. verwendeten die KCNQ2"'8*M oder auch KCONQ2N™/1%4
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genannte Linie, um sie heterozygot mit der Natriumkanalmutante SCN24 9% zu kreuzen. Méu-
sen, die sowohl heterozygot fiir die KCNQ2V15?M. als auch die SCN2A9%-Mutation sind, zeigen

spontane Krampfanfille und sterben ausnahmslos in den ersten sieben Lebenswochen [67].

1.5 Aktuelle Behandlungsoptionen neonataler Epilepsien

Generell stehen fiir die Behandlung von Epilepsien unterschiedliche Ansétze zur Verfiigung [33].
Die pharmakologische Behandlung stellt dabei die wichtigste Moglichkeit dar, wahrend in beson-
ders schweren oder therapieresistenten Féllen auch eine operative Behandlung zu Verbesserungen
fithren kann [77]. Hier wird allerdings ein grundlegendes Problem bei der Behandlung von Epi-
lepsien deutlich. Durch die grofie Vielfalt der Krankheitsbilder und das eingeschréankte Wissen,
sowohl iiber die genauen Vorgange der Epileptogenese, als auch von den exakten pharmakolo-
gischen Wirkmechanismen der meisten eingesetzten Substanzen, ist der Einsatz einer prizisen,
individuellen Therapiekombination nur begrenzt moglich [70, 21]. Rund 30 % der behandelten
Patienten reagieren dabei auf keines der verfiigbaren Medikamente [147]. Dariiber hinaus zeigen
sich bei sehr vielen der pharmakologisch behandelten Patienten eine Reihe von Nebenwirkungen
[104]. Ebenso ist die Ausbildung von Pharmakoresistenzen ein nicht zu unterschitzendes Pro-
blem, das auch durch Kombinationstherapien nur eingeschriankt umgangen werden kann [73].

Eine der wichtigsten Substanzen ist bis heute Phenobarbital, das bereits 1912 die seit Mit-
te des 19. Jahrhunderts eingesetzten Bromide abloste [33, 22]. Mittlerweile kommen aber auch
weitere Barbiturate zum Einsatz. Daneben zdhlen noch Hydantoinderivate wie Phenytoin zu
den klassischen, fiir eine Dauertherapie zugelassenen Pharmaka. IThre Wirkung beruht auf der
Inaktivierung spannungsabhingiger Natriumkanéle, wihrend Phenobarbital eine Aktivierung
von GABA-Rezeptoren bewirkt [21]. Benzodiazepine werden aufgrund ihres hohen Abhéngig-
keitspotentials nur zur Akuttherapie eingesetzt und wirken ebenfalls iiber Beeinflussung von
GABA-Rezeptoren [74, 21]. Um epileptischen Anfillen vorzubeugen werden heute jedoch haupt-
séchlich Valproinsdure und Carbamazepin verwendet. Valproat verstarkt ebenfalls die Wirkung
von GABA [33]. In den letzten dreiig Jahren sind eine Reihe neuer Antiepileptika auf den Markt
gekommen, die unterschiedlichste Wirkmechanismen aufweisen [33]. Weitere wichtige Wirkme-
chanismen beeinflussen dabei etwa Calciumkanéle oder die Aktivitdt des synaptischen Proteins
SV2A [21]. Eine signifikante Verbesserung durch neu eingefiithrte Medikamente konnte fiir einen
groflen Teil der behandelten Patienten in den meisten Studien nicht dargelegt werden. Es be-
steht folglich weiterhin grofler Bedarf an wirksamen, nebenwirkungsarmen Antiepileptika. Ein
weiteres, kiirzlich fiir die ergénzende Therapie von Epilepsien im Erwachsenenalter zugelassenes
Medikament ist Trobalt®, dessen Wirkstoff Retigabin ein selektiver Offner von spannungsab-
héngigen Ky 7-Kaliumkanélen ist [124, 117]. Eine diskutierte Sichtweise bei der Behandlung von
Epilepsien ist auch, das es sich bei allen aktuell zur Verfiigung stehenden Pharmaka lediglich
um Antikonvulsiva und nicht um Antiepileptika handelt, und demnach nur Symptome und nicht
der fortschreitende Krankheitsprozess behandelt werden [70].

Die Behandlung von Neugeborenenepilepsien gestaltet sich weit schwieriger. So wird mit Phe-

nobarbital hauptséichlich ein Medikament der ,alten Generation® verwendet. Verlassliche Stu-
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dien zur Wirksamkeit in Neugeborenen gibt es bisher kaum, etwa 70 % der Anfélle lassen sich
mit Phenobarbital aber unterbrechen [148, 31]. Die Wirksamkeit bei subklinischen, im EEG
aber sichtbaren Anféllen ist mit 43 % jedoch weit geringer. Ergédnzend werden bisher meist wei-
tere Medikamente der alten Generation wie Phenytoin oder Benzodiazepine verwendet [134].
Bei kindlichen Epilepsien kommen viele Substanzen der mittleren Generation zum Einsatz, z.B.
Valproat oder Carbamazepin. Eine weitere Substanz, deren potenzieller Nutzen besonders fiir
Neugeborene aktuell diskutiert wird, ist Bumetanid [138, 61]. Bumetanid ist ein sogenanntes
Schleifendiuretikum, dass bereits fiir die Behandlung von Odemen, Nierenerkrankungen und
Herzinsuffizienz zugelassen ist und durch die Blockierung der NKCC1-Ionenpumpe die intra-
zelluldre Chlorid-Ionen-Konzentration beeinflusst [52]. Diese ist im sich entwickelnden Gehirn
Neugeborener im Vergleich zum adulten Gehirn erhéht, da sich das Expressionsmuster Chlorid
leitender Carrier wiahrend der Entwicklung veréndert [38]. Dadurch kann aber auch die Wirkung
von Barbituraten und Benzodiazepinen, die die GABA-Rezeptoraktivitit verdndern, nicht mit
der im Gehirn Erwachsener gleichgesetzt werden.

Die Behandlung von Epilepsie bei Kindern und Neugeborenen ist auch deshalb schwierig,
weil neben der akuten Wirksamkeit auf eine moglichst ungestérte weitere Entwicklung und
Ausreifung Riicksicht genommen werden muss. So verhindert eine aktuelle Standardtherapie
meist nicht die Ausbildung von geistigen Entwicklungsdefiziten und kognitiven Stérungen [124].
Ein ambitioniertes Ziel bleibt also die Beeinflussung der Epileptogenese zu einem moglichst
frithen Zeitpunkt [141].

1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das KCONQ2VN™!%_Mausmodell [41] grundlegend zu
charakterisieren. Dafiir sollten zunéchst die biophysikalischen Auswirkungen der Mutati-
on KONQ2V!¥M auf die Leitungseigenschaften heteromerer Ky7.2/7.3-Kaliumkanile un-
tersucht werden. AnschlieBend sollten die Effekte der Mutation auf die elektrophysiologi-
schen Eigenschaften hippocampaler CA1-Neuronen in Hirnschnitten von KCNQ2V182M/+_ ynd
KCNQ2V182M/VI82M \[5usen ermittelt werden.

Im Falle von Auffélligkeiten in der elektrophysiologischen in vitro-Charakterisierung sollte die
Netzwerkaktivitit neonataler KCNQ2V182M/VIS2M_Tiere untersucht werden, und die Auswirkun-
gen der Mutation KCNQ2V'%?M auf das Verhalten von Miusen bestimmt werden.

Falls sich in dem KCNQ2N™134_Mausmodell ein epileptischer Phénotyp beschreiben lieBe, soll-
te im Folgenden durch die postnatale Behandlung mit dem selektiven M-Kanal-Offner Retiga-
bin und dem NKCC1-Chloridpumpen-Inhibitor Bumetanid versucht werden eine Milderung des
Phénotyps aufzuzeigen. Die postnatale Behandlung sollte dann um eine pranatale Behandlung
ergdnzt werden, um einen moglichen Behandlungserfolg zu maximieren. Der Behandlungseffekt
sollte durch Protokollieren der Mortalitdtsrate, der Gewichtsentwicklung, sowie der Untersu-

chung des Einflusses auf das Verhalten adulter Tiere qualitativ dokumentiert werden.
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2.1 Mauslinien

C57BL/6J-Kcng2N™1%4 /J: Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA
C57BL/6J; Charles River Laboratories International, Inc., Wilmington, USA
CD-1®; Charles River Laboratories International, Inc., Wilmington, USA

Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wurden die verwendeten Linien in der vorliegenden
Arbeit teilweise mit KONQ2V™13%4 B6 und CD1 abgekiirzt.

2.2 Puffer und Losungen

Fir alle selbst angesetzten Puffer auf Wasserbasis wurde Wasser verwendet, das durch eine

Reinstwasseranlage filtriert wurde.

Anisthesie-Losung 1,2 ml Ketanest (10 %), 0,8 ml Xylazin (2 %), 8 ml NaCl-Losung (0,9 %)

ACSF 125mM NaCl, 1,25 mM NaHsPOy, 2,5 mM KCI, 2mM CaCly, 2mM MgClsy, 25 mM Glu-
kose, 25 mM NaHCO3 (als extra 10x Stocklosung angesetzt), begast mit Carbogen

Blockierlosung 10 % Pferdeserum, 0,2% BSA, 1% Triton X-100 in 1x PBS
Ethanol-Eisessig 96 % Ethanol + 1 Tropfen Eisessig pro 10 ml

Gentamycin (OR1)-Losung 75 mM NaCl, 2mM CaCly, 1 mM MgCly, 5mM HEPES, 5 mM Na-
Pyrovat, 50 pg/ml Gentamycin, pH 7,5 (eingestellt mit NaOH)

Intrazellularlosung 120 mM KMeSOy4, 20 mM KCI, 2mM MgCly, 10 mM HEPES, 0,2 mM EG-
TA, pH 7,3 (eingestellt mit KOH), + 4mM ATP, 0,3mM GTP, 14 mM Phosphocreatin

Kaliumchlorid-L6ésung 3 M KCl

Kresylviolett-Losung 4,5 g Kresylviolett + 45ml abs. Ethanol, 30 min stehen, 450 ml ddH50O

zugeben, rihren und erhitzen (ca. 50 °C), filtrieren
Natriumborhydrid-Losung 1x PBS + 1% Natriumborhydrid

ND96-Losung 91 mM NaCl, 2mM KCIl, 1,8 mM CaCls, 1mM MgCl,, 5mM HEPES, 5mM
NaOH, pH 7,4 (eingestellt mit NaOH)
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Ohrlysispuffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100mM NaCl, 0,2% NP-40, 0,2% Tween 20, 1 mM
EDTA, 0,1 mg/ml Proteinase K

OR2-Losung 82,5mM NaCl, 2mM KCIl, 1mM MgCly, 5mM HEPES, pH 7.5 (eingestellt mit
NaOH)

PBS (20x) 3mM NaCl, 161 mM NasHPO,4 x 2H20, 39 mM KHyPO,, pH 7,4

Saccharose-Losung 85 mM NaCl, 1,25 mM NaHoPOy4, 2,5mM KCI, 0,5mM CaCly, 4mM
MgCla, 25mM Glukose, 75 mM Saccharose, 25 mM NaHCOs3 (als extra 10xStocklosung

angesetzt), begast mit Carbogen
Trager-Losung 1% Pferdeserum, 0,2 % BSA, 0,25 % Triton X-100 in 1x PBS

Wasserstoffperoxid-Losung 1x PBS + 0,3 % Hy09

2.3 Chemikalien und Substanzen

Adenosintriphosphat, Natriumsalz; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Augengel, Vidisic; Bausch & Lomb GmbH, Berlin

Betaisadona; Mundipharma GmbH, Limburg

Bovines Serumalbumin (BSA); PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Bumetanid, Burinex® 2mg/4ml; LEO Pharmaceutical Products, Ballerup, Danemark
Bupivacain, Bupicain; Monico, Italien

Buprenorphin, Temgesic®; Essex Pharma GmbH, Miinchen

Butanol, p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Calciumchlorid-dihydrat, Cellpure®; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carbogen, 95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid; TMG GmbH, Krefeld

Carprofen, Rimadyl®; Zoetis, Madison, USA

(2-Hydroxypropyl)-5-Cyclodextrin; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Chloroform, Rotipuran®, p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-tetraessigsdure (EGTA), p.a.; Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Enrofloxacin, Baytril®; Bayer AG, Leverkusen

Essigsidure, 100%, Rotipuran® p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol, 99%, vergallt mit 1% Methylethylketon; Th. Geyer Hamburg GmbH & Co. KG,
Renningen

Gentamycin-Losung, 50mg/ml; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Glukose, Cellpure®; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Guanosintriphosphat, Natriumsalz; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
HEPES, Cellpure®; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Roti®-Histofix, 4,5% Paraformaldehyd-Losung; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Roti®-Histokitt; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Roti®-Histol; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Isofluoran, Forene®; Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Isopropanol, 2-Propanol, Rotipuran®, p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Kaliumchlorid, Cellpure®; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat (KHyPOy,), p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Kaliumhydroxid (KOH); Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kaliummethylsulfonat (KMeSO3); Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ketamin-hydrochlorid, Ketamin Graub; Albrecht GmbH, Aulendorf

Kohlendioxid (CO3); Wonsak Kohlensdureservice GmbH, Hamburg

Kresylviolett-acetat; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Magnesiumchlorid-hexahydrat (MgCly x 6H,0), Cellpure®; Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Mineralol; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumborhydrid (NaBH); Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumchlorid, Cellpure® und p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Natriumchlorid-Lésung, Braun Injektionslosung 0,9%; B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Natriumdihydrogenphosphat-dihydrat (NaH,PO4 x 2H20), p.a.; Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat (NaHCOj3), Cellpure®; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (NaoHPO4 x 2H20), p.a.; Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH), p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Natriumpyruvat; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Nonidet P-40; Roche Giagnostics GmbH, Mannheim

Pferdeserum; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Phosphocreatin, di-Tris-Salz; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Proteinase K; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Retigabin; ChemPacific, Baltimore, USA

Salzsaure (HCl), 37%, p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sauerstoff, medizinisch; TMG GmbH, Krefeld

D(+)-Saccharose, Cellpure® und p.a.; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Tetrodotoxin-citrat (TTX); Abcam plc, Cambridge, UK

Tris-Puffer, pH 7,5, 1IM; AppliChem GmbH, Darmstadt

Triton X-100; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Trizol®: Life Technologies GmbH, Darmstadt

Tween®-20; AppliChem GmbH, Darmstadt

Wasser, Aqua ad injectabilia Braun; B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Wasserstoffperoxid (H2O3)-Losung, 30%; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
XE-991-dihydrochlorid; Abcam plc, Cambridge, UK

Xylazin-hydrochlorid, Sedaxylan; WDT, Garbsen
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Zahnzement, Grip® Cement; The L.D. Caulk Division Dentsply International Inc., Milford,
USA

2.4 Kits, Enzyme

DirectPCR-Tail, Lysisreagenz; Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

FastDigest-Puffer; Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

FastDigest Nhel; Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Maxima® Probe /ROX qPCR Master Mix (2x); Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

mMessage mMachine® T7 Kit, Ambion®; Life Technologies GmbH, Darmstadt
Nucleospin® Extract II-Kit; Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

RNA 6000 Nano Kit; Agilent Technologies Deutschland GmbH, Boblingen

SIGMAFAST ™ 3,3’-Diaminobenzidine tablets; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
SuperScript® II Reverse Transcriptase, Invitrogen; Life Technologies GmbH, Darmstadt
Vectastain ABC Elite Kit; Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

2.5 Antikorper

Primérantikorper
a-GFAP-Antikorper, Maus; Millipore, Merck KGaA, Darmstadt
a-cFos- Antikorper, Ziege; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA
Isolectin B4, Griffonia simplifolia, biotinyliert, 10ug/500ul; Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, USA

Sekundéarantikorper
a-Maus-Antikorper, biotinyliert; Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

a-Ziege- Antikorper, biotinyliert; Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

2.6 Oligonukleotide und Plasmide

Die Herstellung aller verwendeten Primer wurde bei der Eurofins MWG GmbH in Ebersberg in
Auftrag gegeben. Die Synthese der MGB-Sonden erfolgte durch die Life Technologies GmbH,
Darmstadt.

TagMan-Sonden
Sonde KCNQ27"-Allel: 5-FAM-CCATTGCTgTGCTGG-Q-MGB-3’
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Sonde KCNQ2"V182M_Allel: 5-VIC-CCATTGCTaTGCTGG-Q-MGB-3’
Sonde mSyp: 5 FAM-TTTGGCTTCCTGAACCTGGTGCTCTG-3’

Primer
Nmfl34-1c: 5’-GCCTGTCTCCCACAGATATCATG-3’
Nmf134-1nc: 5-CGCAGATGTGGCAAAGACAT-3’
mSypc: 5-TCAGGACTCAACACCTCGGTGG-3’
mSypnc: 5-AACACGAACCATAGGTTGCCAA-3’

Vektoren
pGem-He-Juel-mQ2-V182M
pGem-He-Juel-mQ2
pGem-He-Juel-mQ3

2.7 Verbrauchsmittel

32-well-Platten; Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Butterfly-Kaniilen; B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Deckglaser, 24x50mm; Carl Roth GmbH % Co. KG, Karlsruhe

Froot Loops®; Kellogg GmbH, Bremen

Glaskapillaren, Glass Replacement 3.5 nanoltr.; World Precision Instruments, Sarasota, USA
Glaskapillaren, Thinw W/fil 1,5mm 41N; World Precision Instruments, Sarasota, USA
Glaskapillaren, GC 150 F-10; Harvard Apparatus, Holliston, USA

Glaskapillaren, GB 150 TF-10; Science Products GmbH, Hofheim

Kaniilen, Sterican®; B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Klebefolie, optisch klar; Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Objekttriger, Menzel Glaser Superfrost Ultra Plus®, Thermo Scientific; Gerhard Menzel
GmbH, Braunschweig

96-well Multiply® PCR-Platten; Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Perfusionsschliauche; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Petrischalen; Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Pipettenspitzen; Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Rasierklingen, Gillette®; Procter & Gamble Germany GmbH, Schwalbach am Taunus
Reagiergefaf3, 1,5ml; Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Rollrandglaser; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sekundenkleber, Pattex® Ultra Gel; Henkel AG & Co. KGaA, Diisseldorf

Spritzen, Omnifix®F, 1ml; B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Tupfer, Raucotupf Stieltupfer; Lohmann & Rauscher GmbH $ Co. KG, Neuwied
Wundklemmen, Reflex7; CellPoint Scientific Inc., Gaithersburg, USA
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2.8 Gerate

AD-Wandler, ITC-16 Computer Interface; Instrutech Corporation, Longmont, USA
Aquisitionssystem, Digital Lynx SX; Neuralynx, Bozeman, USA

Badcontroller; Luigs und Neumann Feinmechanik + Elektrotechnik GmbH, Ratingen
Binokular; Carl Zeiss AG, Oberkochen

Drei- Achsen-Manipulator; Mérzhduser Wetzlar GmbH &Co. KG

vertikaler Elektrodenpuller

Elektroden, Alx16-3mm-50-703-A16; NeuroNexus Technologies Inc., Ann Arbor, USA
Empfiangerplatte fiir Telemetrie, RPC-1; Data Science International (DSI), St. Paul, USA
Fotokamera, PEN E-P1, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Grip Strength Meter, TSE Systems GmbH, Bad Homburg

Injektor, Nanoliter 2000, World Precision Instruments, Sarasota, USA
Isofluranverdampfer, NarkoVet®; Eickemeyer Medizintechnik fiir Tierdarzte KG, Tuttlingen
Lampe, TH4-200; Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Kaltlichtleuchte; Schott AG, Mainz

Matrix, Data Exchange Matrix; Data Science International (DSI), St. Paul, USA
Mikroliterspritzen; ILS Innovative Labor Systeme GmbH, Stiitzerbach
Mikromanipulatoren; Marzhduser Wetzlar GmbH &Co. KG

Mikromanipulatoren; Luigs und Neumann Feinmechanik + Elektrotechnik GmbH, Ratingen
Mikroskop, BX51WI, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Mikroskop, Axio; Carl Zeiss AG, Oberkochen

OP-Besteck; World Precision Instruments, Sarasota, USA

Perfusionspumpe, Perimax; Spetec GmbH, Erding

Pipetten; Eppendorf AG, Hamburg

Puller, P-97, Sutter Instrument Company, Novato, USA

Pumpe, IP High Precision Multichannel Pump, Ismatec; IDEX Health & Science GmbH,
Wertheim

Realtimecycler,ABI 7900HT; Life Technologies GmbH, Darmstadt

Stereotakt; David Kopf Instruments, Tujunga, USA

Stereotakt, Digital Lab Standard; Stoelting Company, Wood Dale, USA

Steuereinheit, SM5-9; Luigs und Neumann Feinmechanik + Elektrotechnik GmbH, Ratingen
Tastenfeld, SM-5; Luigs und Neumann Feinmechanik + Elektrotechnik GmbH, Ratingen
Temperatur Controller, ATC1000; World Precision Instruments, Sarasota, USA
Thermocycler, GeneAmp® PCR System 2700, Applied Biosystems®; Life Technologies
GmbH, Darmstadt

Thermoschiittler, HTM 130; HLC by Ditabis AG, Pforzheim

Transmitter fiir Telemtrie, ETA-F10; Data Science International (DSI), St. Paul, USA
UV-Lampe, X-Cite®, Series 120 Q; EXFO, Hampshire, UK
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Verstarker, double patch clamp EPC 10 USB; HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lam-
brecht /Pfalz

Verstarker, Turbo Tec-03; npi electronic GmbH, Tamm

Vibratom, VT 1200S; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Vibratom, VT 1000S; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

(Infrarot-)Videokamera, ; ABUS August Bremicker Sohne KG, Wetter

Waage, CP4202S-OCE; Sartorius AG, Gottingen

Wasserbad, Haake DC10 mit Haake 6P, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Wasserfilteranlage, membraPure OPTIPREP, membraPure GmbH, Hennigsdorf/Berlin
Zahnarztbohrer; NSK Europe GmbH, Eschborn

Zentrifuge, Centrifuge 5424; Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge, Centrifuge 5804R; Eppendorf AG, Hamburg

2.9 Software

Ethovision; Noldus Information Technology B.V., Wageningen, Niederlande
Fitmaster; HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht /Pfalz

Matlab; MathWorks, Ismaningen

Prismb5.02; GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

Pulse; HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht/Pfalz

Pulsefit; HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht/Pfalz
Patchmaster; HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht/Pfalz
Statistica; Statsoft (Europe) GmbH, Hamburg

The Observer; Noldus Information Technology B.V., Wageningen, Niederlande
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3.1 Mauszucht

Die Zucht der verwendeten Mauslinien erfolgte in der Versuchstierhaltung des Zentrums fiir
Molekulare Neurobiologie Hamburg unter pathogenfreien Bedingungegn bei 23 + 1 °C und 50 %
relativer Luftfeuchtigkeit. Fiir die Behandlungsstudien wurde die Zucht der Tiere in der Etagen-
tierhaltung von mir selbst vorgenommen. Futter und Wasser standen den Tieren in unbegrenzter
Menge zur Verfiigung. In der Etagenhaltung herrschte ein invertierter Tag-Nacht-Zyklus vor. Al-
le Tierexperimente wurden genehmigt von der Behorde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und
Verbraucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg (Gen.-Nr.: G07/046).

Zum Einsatz kamen vorwiegend Tiere der im Jackson Lab erworbenen Linie C57BL/6J-
Keng2N™i1%4 /3 die durch einen chemisch induzierten Mutagenese-Screen der Inzuchtlinie
C57BL/6J erzeugt wurde [41]. Nach einem Embryotransfer wurde die Zucht der Linie mit
C57BL/6J-Tieren von Charles River weitergefithrt. In der vorliegenden Arbeit wurden Daten
von Tieren ausgewertet, die aus den Folgegenerationen der nach dem Embryotransfer einfach
rickgekreuzten Tiere stammten.

Die Mutation KCNQ2"V/8?M wurde auBerdem in die Auszuchtlinie CD-1® eingekreuzt. Fiir Ex-
perimente wurden Nachkommen von dreifach riickgekreuzten Tieren verwendet. Dabei handelte
es sich also um M#use mit einem chiméren Hintergrund aus C57BL/6J und CD-1®.

Aus Griinden der Lesbarkeit wurden die Linien im folgenden Text mit KCNQ2V™!%4 und
CD1-KCNQ2N™134 heschrieben.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Genotypisierung der verwendeten Mause

Fir die Genotypisierung der verwendeten Mause wurde den Tieren eine Gewebebiopsie entnom-
men. Bei jingeren Tieren bis zu einem Alter von etwa sechs Wochen war dies eine Schwanzbi-
opsie, bei dlteren Tieren eine Ohrbiopsie. Die Biopsieentnahme wurde mit Hilfe einer kleinen

OP-Schere oder eines Ohrlochstanzers durchgefiihrt.

3.2.1.1 Lyse der Biopsien

Je nach Art der Biopsie wurde das Gewebe mit 50-100 pl Lysispuffer versetzt und {iber Nacht bei
54 °C im Heizblock inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte bei Verwendung des Schwanzlysispuffers

eine thermische Inaktivierung der Proteinase K bei 85°C fiir 45 min.
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3.2.1.2 Genotypisierungs-PCR mit TagMan®-Sonden

Die lysierten Gewebeproben wurden dann in einer PCR-Reaktion als Template eingesetzt.
Die Grundlage hierfiir bildete das 1974 von Sanger entwickelte Prinzip der Polymerase-
Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction (PCR)) mit einer thermostabilen Polymerase
[115, 113]. Dariiber hinaus wurden sogenannte MGB-Sonden eingesetzt, die bei erfolgreicher
DNA-Synthese einen Fluoreszenzfarbstoff freisetzen [34]. Die Reaktion fand in einem fertigen
Reationsmix von Fermentas statt, der nach Herstellerangaben verwendet wurde. Die verwen-
deten Primer stammten von MWG. 24nl des Reaktionsmix wurde dann zusammen mit je
11l des lysierten Gewebes in eine 96-well-Platte pipettiert. Nach kurzer Zentrifugation wur-

de die PCR-Reaktion in einem Thermocycler durchgefiihrt. Dabei wurde folgendes Protokoll

verwendet:
Enzymaktivierung  50°C 2min
Denaturierung 95°C 10 min
Zyklus x40 95°C 15s
60°C 1 min

Ende der Reaktion 4°C

Die Analyse der Fluoreszenzsignalintensititen erfolgte dann in einem Real-Time-Cycler von
ABI. Es wurden Einfachbestimmungen durchgefiihrt. Alle in Experimenten verwendeten Méuse

wurden aber erneut biopsiert und genotypisiert, um den korrekten Genotyp sicherzustellen.
3.2.2 Erzeugung von cRNA zur Injektion in Xenopus laevis-Oocyten

3.2.2.1 Linearisierung der Plasmide

Um cRNA zur Injektion in Oocyten herzustellen, wurden die verwendeten Vektoren (pGem-He-
Juel-mQ2-V182M, pGem-He-Juel-mQ2, pGem-He-Juel-mQ3) zunéachst linearisiert. Dabei setzte

sich der Reaktionsansatz wie folgt zusammen:

Plasmid-DNA 7ng
Fast Digest Puffer  5pl
Wasser 81ul

Fast Digest Nhel 2ul

Nach einer Inkubation von 15min bei 37°C wurde die linearisierte DNA mit Hilfe eines
RNAse-freien Nucleospin-Kits aufgereinigt. Dabei wurde zu jedem Ansatz 200 pl NF-Puffer hin-
zugegeben und weiter nach Angaben des Herstellers verfahren. Eluiert wurde dann in je 30 pul
RNAse-freiem Wasser.

3.2.2.2 cRNA-Synthese

Fiir die cRNA-Synthese wurde das mMessage mMachine® T7 Kit von Ambion verwendet.
Grundlage fiir das Reaktionsprinzip bildete die 1987 von Milligan et al. verdffentlichte Methode
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[89]. Um dann aus der linearisierten DNA ¢cRNA zu synthetisieren, wurde je 1pg der DNA in

folgendem Reaktionsansatz verwendet:

linearisierte 1pg/6pl
Plasmid-DNA

2xNTP/CAP 10pl
10xPuffer 2pl
Enzymmix 2nul

Die Reaktionsanséitze wurden zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von je 1pl
DNAse wurde erneut fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurde die RNA durch Zugabe von
30 ul Wasser und 30l Lithiumchlorid 30 min bei —20°C geféllt. Die ausgefallene RNA wurde
dann bei 13000g und 4°C fiir 15min abzentrifugiert. Nachdem die RNA-Pellets getrocknet

waren, wurden sie in je 20 pl Wasser resuspendiert.

3.2.2.3 Bestimmung der cRNA-Konzentration

Um die Menge an zu injizierender RNA kontrollieren zu kénnen, wurde eine Konzentrationsbe-
stimmung durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils 1:50 und 1:100 Verdiinnungen der resuspendierten
cRNA mit Hilfe des Agilent RNA 6000 Chips nach Herstellerangaben analysiert. Die cRNA-
Losungen wurden daraufhin auf eine Konzentration von 1pg/ul eingestellt und in 3 nl-Aliquots
bei —80°C gelagert.

3.2.3 Quantitative Real-Time-PCR

Um einen Eindruck von dem Expressionsverhalten des mutierten KCNQ2"'8?M_Gens zu erhal-
ten, wurde in heterozygoten Tieren der Linie KCNQ2V™!%4 eine quantitative Bestimmung der
entsprechenden mRNA-Konzentrationen im Gehirn vorgenommen. Dazu wurde das Gehirn von
zwel heterozygoten Tieren im Alter von 76 d auf Eis prapariert und der Hippocampus, der Cor-
tex und das Resthirn in je 1ml Trizol homogenisiert, um dann bei —80°C bis zur weiteren
Verwendung gelagert zu werden. Als Kontrolle dienten zwei Wildtyptiere der Mauslinie MHCA-
Ich-SND2 im Alter von 62d.

3.2.3.1 RNA-Isolierung

Um die RNA aus dem homogenisierten Gewebe zu extrahieren wurden die in Trizol befindlichen
Proben bei 12000 g und 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in ein neues
Reaktionsgefafl tiberfiihrt und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde ein fiinftel
des eingesetzten Trizol-Volumens, also 0,2ml, an Chloroform hinzugegeben. Nach Schiitteln der
Proben und erneuter Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2-3 min, wurde erneut bei 12000 g
und 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Die im Uberstand befindliche, wissrige Phase wurde in ein
neues Gefaf iiberfithrt. Darauthin wurde die RNA durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol geféllt
und durch 10 min Zentrifugation bei Raumtemperatur und 12 000 g pelletiert. Nach Waschen des
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Pellets mit 1 ml 75 %igem Ethanol wurde es bei 7500 g und 4 °C fiir 10 min wieder abzentrifugiert.
Nachdem der Uberstand entfernt und das Pellet getrocknet war, wurde es in RNAse-freiem

Wasser resuspendiert und die RNA-Losung bei —80°C gelagert.

3.2.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Konzentration der RNA-Losungen wurde in 1:100-Verdiinnungen mit Hilfe eines Agilent

6000-Chips nach Herstellerangaben bestimmt und auf 500 ng/ul eingestellt.

3.2.3.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription wurde mit dem SuperScriptTM IT Reverse Transcriptase-Kit von Invi-
trogen/Life Technologies durchgefiihrt. Dazu wurden 10 pl RNA-Losung (5 pg RNA) mit je 1pl
T7-Oligo(dT)-Primer- (50 pM) und einer 10nM dNTP-Losung versetzt. Der Reaktionsansatz
wurde daraufhin 5min bei 65°C inkubiert. Danach wurden 4 nl 5xPuffer und 2pul 0,1 M DTT
hinzugefiigt und erneut 2 min bei 25 °C inkubiert. Dann wurden 1 pl Reverse Transkriptase und
11l Wasser hinzugefiigt und 15 min bei 70 °C inkubiert. Die 1:2 mit Wasser verdiinnten cDNA

enthaltenen Ansétze wurden dann als Template bei der folgenden PCR eingesetzt.

3.2.3.4 Real Time-PCR

Das Pipettierschema und das Temperaturprotokoll waren identisch mit dem der Genotypisierungs-
PCR. Zusitzlich wurden Reaktionen jeder untersuchten Probe mit Primern (m-Sypc, m-Sypnc)
und einer Sonde (m-Syp-Sonde) durchgefiihrt, die an murines Synaptophysin binden. Sdmtliche
Analysen wurden in Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Der Software des ABI 7900HT, in dem die Reaktion durchgefiithrt wurde, wurden die soge-
nannten Ct-Werte fiir alle untersuchten wells entnommen. Alle Doppelwerte wurden gemittelt.
Daraufhin wurde fiir jede Fraktion, jedes der zwei Kontroll-Tiere, der Ct-Wert von Synaptophy-
sin von dem jeweils entsprechenden fiir das KCNQ27-Allel subtrahiert, und so der ACt-Wert
gebildet. Bei den KCNQ2V152M/*_Tieren wurden auBerdem ACt-Werte fiir das mutierte Allel
ermittelt. Die ACt-Werte der beiden Kontrolltiere wurden wiederum gemittelt, so dass fiir jedes
Hirnareal ein Wert vorlag. Diese wurden dann von den ACt-Werte der beiden KCNQ2V182M/+.
Tiere abgezogen und so die AACt-Werte ermittelt. Die Werte der beiden KCNQ2V8?M/*_Tiere
wurden dann auch gemittelt. Statistisch verglichen wurden fiir jedes Hirnareal jeweils die Werte

der unterschiedlichen Allele untereinander. Verwendet wurde dabei ein studentischer Ttest.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Farbung von Hirnschnitten

Um feststellen zu kénnen ob die Mutation KCNQ2"/82M sich negativ auf die Morphologie des
Gehirns von Miusen auswirkt, wurden Hirnschnitte perfundierter KCNQ2V™1%_Miuse mit un-
terschiedlichen Methoden angeférbt.
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3.3.1.1 Perfusion von Mausen

Um die Gehirne der untersuchten Méuse zu konservieren, bzw. die morphologischen und histolo-
gischen Strukturen zu fixieren, wurden die Tiere modifiziert nach Peters et al. [105] mit 4 %iger
PFA-Losung perfundiert. Dazu wurde die Maus zunéchst mit einem Ketamin/Rompun-Gemisch
betdubt. Nachdem die Wirksamkeit des Betdubungsmittels durch Priifen des Zwischenzehenre-
flexes sichergestellt worden war, wurde die Maus auf einer Styroporplatte in Riickenlage fixiert.
Dann wurde das Herz freiprapariert und mit Hilfe einer Perfusionspumpe und einer Kaniile 1x
PBS in die linke Herzkammer gepumpt. Uber den perforierten rechten Vorhof konnten Blut
und Puffer abflieBen. Nachdem das Herzkreislaufsystem weitgehend von Blut befreit war, wurde
4 %ige PFA-Losung in das Herz geleitet. Nachdem etwa 50-100 ml PFA-Losung durchgelaufen
waren, war die Fixierung abgeschlossen. Das Gehirn wurde nun aus dem Schédel prapariert und

bis zur weiteren Verwendung in 4 %iger PFA-Losung bei 4 °C aufbewahrt.

3.3.1.2 Anfertigung von Hirnschnitten

Bevor die perfundierten Maushirne geschnitten wurden, wurden sie mehrfach mit 1x PBS gewa-
schen. Dann wurden mit Hilfe einer Rasierklinge der &uflere dorsale und der &uflere ventrale Teil
des Gehirns entfernt. Danach wurde das Gehirn mit der dorsalen Seite auf den Vibratomtisch
mit Sekundenkleber aufgeklebt, um im Vibratom coronale Schnitte mit einer Dicke von 50 pm

anzufertigen. Die Schnitte wurden in einer mit 1x PBS befiillten 24-well Platte aufgefangen.

3.3.1.3 Nissl-Farbung

Fir die Nissl-Farbung wurden die Schnitte zundchst auf Objekttriger aufgezogen und iiber
Nacht bei 37°C getrocknet. Dann wurden sie fiir mehrere Stunden in 70 % Ethanol aufbewahrt.
Zu Beginn der Férbung wurden die Objekttrager mit den Schnitten dann fiir 5min in
Kresylviolett-Losung getaucht. Zur Differenzierung wurde dann eine 96 %ige Ethanol-Eisessig-
Losung verwendet in die mehrmals kurz eingetaucht wurde. Dann folgte eine Inkubation in
96 % Ethanol von 4min. Dann folgten zwei Waschschritte mit Butanol fir je 4 min. Waren
die Schnitte danach noch zu dunkel, wurden alle Schritte ab dem Ethanol-Fisessig-Gemisch
wiederholt. Dann folgten drei weitere Waschschritte von je 5 min Lange mit Histol.
Anschlielend wurden die Schnitte auf den Objekttrager mit Histofix unter Deckgldsern kon-

serviert.

3.3.1.4 Antikorperfarbung mit DAB

Die Antikorperfirbungen wurden nicht auf Objekttrigern sondern schwimmend in 24-well-
Platten durchgefiihrt. Dabei wurde modifiziert nach den Herstellerangaben des Vectastain ABC
Elite Kits vorgegangen. Zunéchst wurden die Schnitte aus dem 1x PBS fiir 10 min in eine 1 %ige
Natriumborhydrid (in 1x PBS)-Losung iiberfiihrt. Darauf folgten vier Waschschritte von jeweils
5min in 1x PBS. Dann wurden die Schnitte fiir 30min in 0,3% HsOs in 1x PBS inkubiert.

Nachdem erneut vier Mal fiir 5min in 1x PBS gewaschen wurde, wurden die Schnitte fiir 30 min
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in einer Blockierlosung inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS folgte die In-
kubation mit dem priméren Antikorper iber Nacht. Die verwendeten Antikérper und Isolectin

wurden wie folgt in Trager-Losung verdiinnt:

a-GFAP-Antikorper Verdiinnung 1:1000
a-cFos-Antikorper Verdiinnung 1:200
Isolectin Verdiinnung 1:25

Am néchsten Tag wurde erneut vier Mal mit 1x PBS fiir mindestens 5 min gewaschen. Dann
folgte fiir 3h bei Raumtemperatur die Inkubation in dem entsprechenden biotinylierten Se-
kundérantikorper. Fir die Farbung mit Isolectin entfiel dieser Schritt, da bereits biotinyliertes
Isolectin verwendet wurde. Die Sekundérantikérper wurden in folgenden Konzentrationen, ver-
diinnt in 1x PBS 40,5 % TritonX100, eingesetzt:

a-Maus-Antikorper (biotinyliert) Verdiinnung 1:1000
a-Ziege-Antikorper (biotinyliert) Verdiinnung 1:1000

Auch danach wurde vier Mal fiir mindestens 5min in PBS gewaschen. Danach wurde ein
ABC-Elite-Kit nach Herstellerangaben verwendet. Dazu wurde rechtzeitig der Reaktionsmix aus
Losung A und B hergestellt, in dem die Schnitte dann fiir 2 h inkubiert wurden. Nach anschlie-
Bendem dreimaligem Waschen mit PBS wurde noch drei Mal in Tris-Puffer(ph7,5) gewaschen.
Jeweils etwa 5 min.

Jetzt wurden die Schnitte mit der Substratlosung versetzt, die zuvor durch Auflésen der
Tabletten aus dem SIGMAFAST 3,3’-Diaminobenzidine-Kit nach Angaben des Herstellers
hergestellt worden war. Innerhalb einiger Minuten bildete sich ein braunes Prézipitat. Die Re-
aktion wurde durch Uberfiihren der Schnitte in 1x PBS gestoppt, bevor das Signal zu stark
wurde. Optional wurden der Substratlosung Nickel-ITonen zugesetzt um ein schwarzes Prézipitat
zu erzeugen. Abschlieflend wurde noch sechs Mal fiir mindestens 5 min in PBS gewaschen. Dann
wurden die Schnitte auf Objekttriger gezogen und iiber Nacht bei 37 °C getrocknet.

Am néchsten Morgen wurden die Schnitte nacheinander fiir je drei Minuten in 50 %, 70 %,
90 %, 95% und 100 % Ethanol dehydriert. Je 5min in 100 % Ethanol und zwei Mal in Histol

folgten. Dann wurden die Schnitte in Histofix unter Deckglédsern fixiert.

3.4 Elektrophysiologische Methoden

3.4.1 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme in Xenpus laevis-Oocyten

Die verwendeten Xenopus laevis-Oocyten, sowie alle fiir die Oocyten-Experimente verwendeten
Losungen und Gerédte, wurden mir von Robert Béahring und Vera Junkereit im Institut fiir

Physiologie am Universitatsklinikum Eppendorf in Hamburg zur Verfiigung gestellt.

3.4.1.1 Injektion von cRNA

Die Oocyten wurden in Gentamycin-Losung aufbewahrt und selektiert. Verwendet wurden aus-
schliefllich Oocyten im Stadium V-VI.
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Die Injektion der cRNA erfolgte mit Hilfe von selbstgezogenen Injektionsnadeln in OR2-
Losung. Dabei wurde ein vertikaler Glaselektrodenpuller verwendet. Die Injektionsnadeln wur-
den dann fiir 4h bei 200 °C hitzesterilisiert. Darauthin wurden die gebackenen Nadeln mit Hilfe
einer Spritze etwa 1cm mit Mineraldl gefiillt. Eingespannt in den Injektor wurde die cRNA-
Losung in die Nadel eingesogen. Dabei wurden etwa 6-101l einer verdiinnten cRNA-L&sung
verwendet, die insgesamt 194 ng/pl cRNA enthielt. Die Anteile der einzelnen cRNAs variierten
je nach Verhéltnis der verwendeten Kanaluntereinheiten. Injiziert wurden dann in jede Oocy-
te 50nl dieser Losung. Das entsprach einer Gesamtmenge von 9,7 ng ¢cRNA /Oocyte. Nach der
Injektion wurden die Zellen wieder in Gentamycin-Losung tiberfithrt und fiir 72h bei 16°C

inkubiert.

3.4.1.2 Elektrophysiologische Messungen

Die elektrophysiologischen Messungen in Oocyten wurden bei Raumtemperatur in ND96-Losung
modifiziert nach Barghaan und Béhring [9] durchgefiihrt. Fiir die Messungen unter Retigabin-
bedingungen wurden 10 pM RTG in die Badlésung appliziert. Die Messelektroden hatten einen
Widerstand von 0,5-2,0 M) und waren mit 3 M KCI befillt. Die Zellen wurden auf ein Halte-
potential von —100 mV geklemmt und nacheinander unterschiedlich grofien Spannungsspriingen
ausgesetzt. Auf den jeweiligen Aktivierungspuls folgte ein Puls von —30 mV. Ausgewertet wur-
den jeweils die Stromamplituden wahrend des Aktivierungs- und des Schlusspulses. Auf letztere
wurde ein Boltzmann-Fit angewendet und die Werte der einzelnen Zellen auf das jeweilige Ma-
ximum des Fits normiert. Aus diesen lassen sich Riickschliissen auf das Offnungsverhalten der
Kanéle ziehen, da es sich bei den M-Kanélen um nicht inaktivierende Ionenkanéle handelt, die
auch nach Beendigung des Aktivierungspulses noch gedffnet sind.

Verwendet wurde ein Verstéarker des Typs Turbo Tec-03 von npi electronic, ein AD-Wandler
des Typs ITC-16 Computer Interface der Instrutech Corporation, sowie ein Computer mit der
Software Pulse 8.80 der Firma HEKA Elektronik.

Die statistische Analyse wurde mit Prism5 durchgefiihrt. Dabei wurde fiir den Vergleich der
Stromamplituden unter Normalbedingungen ein 2-Wege-ANOVA-Test mit Messwiederholung
und anschliefender posthoc-Analyse nach Bonferroni durchgefiihrt. Die V5o-Werte, die eben-
falls den Fits zu entnehmen waren, wurden mit einem 1-Wege-ANOVA-Test und anschliefSender
posthoc-Analyse nach Newman-Keuls ausgewertet. Der statistische Vergleich der Amplituden
unter Retigabinbedingungen mit denen unter Normalbedingungen wurde durch einen ungepaar-
ten Ttest fiir Werte mit stabiler Varianz fiir alle Aktivierungspulse einzeln durchgefithrt. Der

erlangte Wert wurde dann mit der Gesamtzahl aller Pulse, also dreizehn, multipliziert.

3.4.2 Elektrophysiologie in Hirnschnitten

Die elektrophysiologischen Messungen in Hirnschnitten wurden an Méausen durchgefiihrt, die 11-
14 d alt waren. Dabei wurden jeweils moglichst gleich alte Kontrollen verwendet. Die Messungen
wurden modifiziert nach Neu et al. [93] mit entsprechenden M-Kanal-aktivierenden Spannun-

sprotokollen durchgefiihrt.

29



3 Methoden

3.4.2.1 Praparation von Hirnschnitten aus der Maus fiir die Elektrophysiologie

Fiir die Praparation der Gehirne wurden die Tiere mit 4 % Isofluoran betdubt und durch Deka-
pitieren getotet. Dann wurde auf eisgekiihlter Sucroselosung moéglichst schnell das frische Gehirn
aus dem Schédel prapariert und in eiskalte, Carbogen-begaste Sucroselésung iiberfiihrt. Auf Eis
wurde dann sowohl der duflere ventrale, als auch der duflere dorsale Teil des Gehirns mit ei-
ner Rasierklinge entfernt. Der mediale Teil des Gehirns wurde dann dorsal mit Sekundenkleber
auf den Vibratomtisch aufgeklebt. Von ventraler Seite beginnend wurden in eiskalter Sucrose-
16sung Schnitte von 250 pm Dicke angefertigt. Die Schnitte wurden dann fiir mindestens 30 min

in Carbogen-begaster Sucrose- oder ACSF-Losung bei 33°C inkubiert.

3.4.2.2 Spannungsklemme-Analyse

Nach ausreichender Inkubation wurden die Schnitte in die Messkammer tiberfiihrt. Diese wurde
mit Carbogen-begastem ACSF bei Raumtemperatur perfundiert. Die Badlosung enthielt aufler-
dem 0,5 pM Tetrodotoxin (TTX) und optional 10 pM Retigabin (RTG). Die Zellen wurden unter
Normalbedingungen auf ein Membranpotential von —80mV geklemmt und Spannungséinderun-
gen auf —70mV bis 20 mV ausgesetzt, bevor ein Schlusspuls von —30 mV angelegt wurde. Unter
Retigabinbedingungen wurde das gesamte Protokoll um —10mV verschoben. Dementsprechend
wurden die Zellen zu Beginn auf —90mV geklemmt. Verwendet wurden ausschliellich Mess-
elektroden mit einem Widerstand von 3-5 M(2, die mit Intrazelluldrlosung befiillt worden waren.
Nachdem das Protokoll einmal durchlaufen war, wurde der Badlésung 10 pM XE991 hinzugefiigt
und das Protokoll erneut durchgefiihrt.

Fiir die Auswertung wurden dann die Strome, die unter Zugabe von 10 pM XE991 aufgenom-
men worden waren, von denen, die ohne XE991 aufgenommen worden waren, subtrahiert. In den
isolierten M-Stromen wurden dann auch hier die Amplitude zum Ende des Aktivierungspulses,
sowie die Amplitude zu Beginn des Schlusspulses ausgewertet. Erstere dienten der Bestimmung
der absoluten Stromamplituden, wahrend letztere, durch die Verwendung von Boltzmann-Fits,
zur Analyse des Offnungsverhaltens herangezogen wurden. Fiir die Fits wurde folgende Glei-

chung nach Boltzmann verwendet:

b

f(z) =a+—(1+exp@)

Statistisch wurden die absoluten Amplituden ohne RTG wieder mit einem 2-Wege-ANOVA-
Test mit Messwiederholung und anschlieBender posthoc-Analyse nach Bonferroni verglichen.
Die Amplituden ohne RTG wurden dann mittels ungepaartem Ttest fiir Werte mit konstanter
Varianz mit den entsprechenden Werten unter Retigabinbedingungen verglichen. Die errechneten

p-Werte wurden dann mit der Anzahl der Messpunkte (n=6) multipliziert.

3.4.2.3 Stromklemme-Analyse

Mit der Stromklemme-Analyse sollte die Erregbarkeit von CAl-Neuronen untersucht werden.

Dazu wurde der Badlésung kein TTX hinzugesetzt, um die Entstehung von Aktionspotentia-
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len zu ermdoglichen. Auflerdem wurden der Badlésung 10 pM Bicuculline, ein GABA-Rezeptor-
Blocker, und 10 pM CNQX, ein AMPA-Rezeptor-Blocker zugesetzt. Die Messungen wurden so-
wohl unter Normal-, als auch Retigabinbedingungen durchgefiihrt. Unter Normalbedingungen
wurden Strompulse von 10-100 pA injiziert, unter Retigabinbedingungen waren die Stromampli-
tuden mit 20-200 pA doppelt so hoch.

Ausgewertet wurde dann die jeweilige Anzahl ausgeloster Aktionspotentiale pro Stromstéarke.
Auflerdem wurde das Ruhemembranpotential ohne Strominjektion gemessen und ein weiteres
Protokoll zur Bestimmung des Eingangswiderstands verwendet. Dabei wurden fiir je 500 ms
Stréome von -15-5 pA injiziert und die mittleren Membranpotentiale bestimmt um den jeweiligen
Widerstand der Zellmembran zu berechnen.

Statistisch wurde die Anzahl der Aktionspotentiale pro Stromstdrke mit einem 2-Wege-
ANOVA-Test mit anschlieender posthoc-Analyse nach Bonferroni mit dem Programm Prism5
ausgewertet. Das Ruhemembranpotential und der Eingangswiderstand wurden mit einem
1-Wege-ANOVA-Test mit anschlieBender posthoc-Analyse nach Newman-Keuls-analysiert. Bei
allen Analysen wurden jeweils die verschiedenen Genotypen bei gleichen Bedingungen verglichen
(mit oder ohne RTG).

Die Stromklemme-Messungen wurden zum Teil durchgefithrt von PD Dr. Axel Neu.

3.4.3 Telemetrische ECoG-Ableitungen adulter Mause

Um spontan auftretende Krampfanfille elektrophysiologisch detektieren zu kénnen, wurde mo-
difiziert nach Peters et al. [105], adulten Mausen eine epidurale Elektrode tiber dem priméren
somatosensorischen Cortex appliziert. Diese war, wie die Referenzelektrode, die sich iiber dem
Cerebellum befand, mit einem unter dem Riickenfell platzierten Transponder verbunden. Die
Maus wurde nach der Operation in ihren Kiéfig zuriickgesetzt und das EEG-Signal {iber eine
unter dem Kifig befindliche Empfangerplatte fiir mehrere Tage aufgezeichnet.

Fir die Operation wurden die Méause zunédchst mit 4 % Isofluoran betdubt. Sobald die Maus
betdubt war, wurden ihr 0,05 mg/kg Korpergewicht Buprenorphin, ein Schmerzmittel aus der
Gruppe der Opiate, intraperitoneal injiziert. Diese Injektion erfolgte 30 min vor Durchfithrung
des ersten Hautschnittes. Im weiteren Verlauf wurden der Maus auflerdem 5 mg/kg Korperge-
wicht Carprofen, ein lang wirksames Schmerzmittel, sowie 7,5 mg/kg Korpergewicht des Anti-
biotikums Enrofloxacin subkutan verabreicht.

Die Maus wurde im Folgenden in einem Stereotakten fixiert. Im Stereotakten wurde die Maus
dauerhaft iiber eine Atemmaske mit ca. 1,5-2% Isofluoran (in 100 % Sauerstoff) in Narkose
gehalten. Auflerdem wurde iiber eine rektale Temperatursonde die Kérpertemperatur iberwacht
und bei Bedarf iiber eine Warmematte reguliert. Schiddel und Riicken wurden rasiert, auf die
Augen wurde Augengel aufgetragen um eine Austrocknung zu vermeiden. Am Riicken wurde
nach Desinfektion der Haut ein Schnitt gesetzt und durch stumpfe Préparation eine Hauttasche
freigelegt, die den Transponder aufnehmen konnte. Dann wurde ein weiterer Hautschnitt sagittal
iiber dem Schédel durchgefithrt und ein Kanal unter Haut durch stumpfe Praparation von der

Hauttasche im Riicken bis zu dem Schnitt in der Kopfhaut ge6ffnet. Dann wurde der desinfizierte
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Transponder in die Hauttasche auf dem Riicken gelegt und die beiden Kabel durch den Kanal
zum Kopf gefiihrt. Die Wunde auf dem Riicken konnte dann durch Wundklemmen geschlossen
werden.

Die Knochenhaut auf dem Schéidel wurde dann mittels einer 17,5 %igen HoOs-Losung kurz
denaturiert und mit einem Tupfer verdringt, danach wurde mit 0,9 % NaCl-Loésung gespiilt.
Nachdem der Schidelknochen etwas aufgerauht worden war, wurde mit dem Stereotakten die
Elektrodenposition (—2,0 mm anterior Lambda, 1,8 mm rechts von Mittellinie) bestimmt. Hier
wurde mit Hilfe eines Zahnarztbohrers ein Loch in den Schédelknochen gebohrt ohne die Hirn-
héute zu verletzen. Der abisolierte Elektrodendraht wurde in das Loch im Schéidel geklemmt
und durch Zahnzement in seiner Position fixiert. Fiir die Applikation der Referenzelektrode
(ca. 3,0 mm anterior zu Bregma, 2,0 mm links der Mittelnaht) wurde analog vorgegangen. Nun
konnte auch der Schnitt iiber dem Schidel mit Wundklemmen verschlossen werden.

Nach der Operation wurde die Maus in einem durch eine Heizmatte angewdrmten Kéfig be-
obachtet. In der folgenden Regenerationszeit von etwa fiinf Tagen und der darauf folgenden

Aufzeichnungsphase wurde der Zustand der Maus téglich iiberpriift.

3.4.4 In vivo-Ableitungen mit Tiefenelektroden in neonatalen Mausen

Bei dieser Methode wurde mit Hilfe von Mehrkanal-Tiefenelektroden die Aktivitat in Cortex
und Hippocampus von neonatalen Méausen im Alter von sechs bis sieben Tagen aufgezeichnet.
Es wurde modifiziert nach Le [78] vorgegangen. Dazu wurden die Mause analog zu den bereits
beschriebenen Operationen unter Isofluorannarkose in einem Stereotakten fixiert. Die Korper-
temperatur wurde durch ein Heizkissen konstant bei 33,5°C gehalten. Zur Analgesie wurden
den Tieren 30 min vor Beginn der Operation subkutan 0,05 mg/g Korpergewicht Buprenorphin
injiziert. Der Schnitt iiber dem Schédel und das Entfernen der Knochenhaut erfolgte wie zu-
vor beschrieben. Das lang wirksame Lokalandsthetikum Bupivacain wurde auf die Wundrander
aufgetragen. Daraufhin wurde tiber dem Cerebellum mit einem Zahnarztbohrer ein Loch in den
Schédel gebohrt und ein Silberdraht, der als Referenzelektrode und Erdungskabel diente, in das
Loch geklemmt und mit Zahnzement fixiert. Um das Tier spéter im Stereotakten des Ableit-
standes fixieren zu konnen, wurde eine Metallkaniile ebenfalls mit Zahnzement quer iiber dem
hinteren Bereich des Schédels fixiert. Dann wurden zwei weitere Locher in den Schédel gebohrt,
in die spéter die Ableitelektroden eingefithrt wurden (1.Elektrode: 1,1 mm posterior zu Bregma,
1,7mm lateral zur Mittellinie; 2.Elektrode: 2,42 mm posterior zu Bregma, 1,8 mm lateral zur
Mittellinie). Verwendet wurden 16-Kanal-Silizium-Elektroden. Eingefiihrt wurden sie entlang
der CA1-CA3/Gyrus dentatus-Achse, bzw. in die visuelle Cortexregion V1. Aufgezeichnet wur-
den die Signale {iber einen Vorverstarker an einem Datenaquisitionsgerdt mit einer Samplingrate
von 32kHz. Die Signale wurden auflerdem digital gefiltert (Bandpass 1-9000 Hz). Bewegungen
der Maus wurden iiber ein Piezoelement erfasst. Bevor die Aquisition begann, wurde eine Aqui-
librierungsphase von 20 bis 30 min abgewartet.

Nach Beendigung der Aufzeichnung wurde die Elektrodenposition mit Hilfe des Fluoreszenz-

farbstoffes Dil markiert und das Gehirn der Maus tiber Nacht in Paraformaldehydlésung fixiert.
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Spéater wurden 50 pm dicke Schnitte in einem Vibratom angefertigt und Fluoreszenz-Nissl gefarbt
um die Elektrodenposition unter einem Fluoreszenzmikroskop tiberpriifen zu kénnen.

Die in wvivo-Ableitungen wurden durchgefiihrt von Dr. Walid Fazeli. Die Analyse der Daten
wurde gemeinsam von Stephan Marguet, PhD und mir durchgefiithrt. Ausgewertet wurden aus-

schliellich Daten méannlicher M&use.

3.5 Verhaltensanalytische Methoden

Die Verhaltensexperimente wurden in einem benachbarten Raum der Etagentierhaltung durch-
gefiithrt. Die Tests wurden wéahrend der Dunkelphase durchgefiihrt, wihrend der die Tiere ak-
tiv waren. Der Raum wurde durch Rotlicht beleuchtet. Alle verwendeten Apparaturen wurden
nach jedem Versuchslauf mit Seifenlauge und 70 %igem Ethanol gereinigt, um Irritationen der
folgenden M&use zu minimieren. Auflerdem wurde versucht die Stressbelastung fiir die Tie-

oV182M/VISZM_ 111 d

re moglichst gering zu halten. Die Untersuchung der behandelten KCNQ
KCNQ2*/*-Mause, der CD1-KCNQ2VN™134_Mzuse, sowie die initiale Analyse der Daten wur-
den durchgefiihrt von Dr. Fabio Morellini, Robin Hinsch und Kolja Meier. Die Untersuchung der
unbehandelten heterozygoten Tiere wurde von mir selbst durchgefiihrt. Fiir die Untersuchungen
mit heterozygoten Tieren wurden jeweils drei ménnliche und drei weibliche Tiere pro Genotyp
verwendet. Bei den getesteten CD1-Tieren handelte es sich ausschliellich um ménnliche M&use,
wihrend bei den behandelten KCNQ2V182M/V182M_Tieren beide Geschlechter verwendet wurden.

Statistisch analysiert wurden die Daten der heterozygoten und Wildtyp KCNQ2VN™ 134 Mzuse
meist mit einem studentischen Ttest. Bei Analyse der Rotarod- und Contextual Fear Conditio-
ning-Daten wurde eine 2-way-ANOVA-Analyse mit Messwiederholung durchgefiihrt. Die Daten
der Analysen in denen drei Genotypen verglichen wurden, wurden mit Hilfe von 2-way-ANOVA-
Analysen untersucht. Zusétzlich wurden stets posthoc-Analysen nach Neuwman-Keuls oder Bon-

ferroni verwendet.

3.5.1 Elevated Plus Maze

Im Elevated Plus Maze, modifiziert nach Jakovcevski et al. [57], sollte die Aktivitdt und die
Risikobereitschaft bzw. Neugier oder Angst der Tiere untersucht werden. Verwendet wurde ein
Aufbau, bei dem sich in etwa 75 cm Hohe je zwei offene und geschlossene Arme (30x5 cm, Wand-
hohe der geschlossenen Arme 15cm, Kantenhohe der offenen Arme 2mm) gegeniiberlagen. In
der Mitte befand sich eine 5x5cm grofie Plattform, auf der die untersuchten Tiere zu Beginn
des Experiments mit Blick auf einen offenen Arm abgesetzt wurden. Das Verhalten der Mause
wurde dann im Dunkeln hinter einem Vorhang fiir 5 min von einer Infrarotkamera aufgezeichnet
und mit Hilfe der Software The Observer der Firma Noldus analysiert. Detektiert wurde die
Zeit bis zum ersten Betreten eines offenen Armes, sowie die Anzahl der Eintritte in offene oder

geschlossene Arme.
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3.5.2 Grip Strenght-Test

Die Griffstarke der untersuchten Tiere wurde mit Hilfe eines GripStrenghtMeter’s nach Morellini
und Schachner [91] analysiert. Dabei wurden die Tiere am Schwanz angehoben und griffen
dann an eine horizontale Haltestange. Das Geréit mafl dann die maximale Kraft mit der sich
die M&use noch an der Stange hielten, wenn man sie nach hinten von der Apparatue wegzog.
Durchgefiihrt wurden drei Testlaufe in denen jede Maus jeweils dreimal getestet wurde. Aus den

jeweils hochsten Werten pro Durchlauf wurden die Mittelwerte gebildet.

3.5.3 Rotarod

Ein weiterer Test fiir die motorischen Fahigkeiten von Méausen ist der Rotarod-Test nach Mo-
rellini und Schachner [91] mit der Apparatur von TSE. Dabei wurden die Tiere auf eine sich
drehende Walze gesetzt und die Zeit gemessen, die sie sich auf der Walze halten konnten. Dabei
wurden die ersten beiden Léufe fiir maximal 3 min bei einer konstanten Geschwindigkeit von
4rpm absolviert. Danach wurden drei Léufe durchgefiihrt, bei denen die Walze kontinuierlich
fiir 4 min von 4 auf 40 rpm beschleunigt wurde. Die Testlaufe dauerten dann maximal 5 min und
wurden erst nach einer Pause von etwa 50 min wiederholt. Am darauffolgenden Tag wurde ein
weiterer Durchlauf mit beschleunigender Walze durchgefiihrt. Fiir jeden der vier beschleunigten

Testldufe wurden die Werte der einzelnen Tiere gemittelt.

3.5.4 Y Maze (Spontaneous Alternation)

Dieser Test wurde angewendet um das Kurzzeit- bzw. Arbeitsgedachtnis von M&usen zu unter-
suchen. Dabei kam nach Morellini und Schachner [91] eine Y-férmige Versuchsapparatur zum
Einsatz, fir die mit 30 cm hohen Plexiglasscheiben drei gleich grofie Arme von 34x5cm Grofe
erzeugt wurden. Tiere die sich daran erinnern welchen Arm sie zuvor betreten haben, werden
mit hoher Wahrscheinlichkeit den jeweils ndchsten Arm betreten. Diese Bewegungen koénnen
als spontan bezeichnet werde, da sie nicht durch Belohnungen oder Stress gesteuert werden. Es
wurde auflerdem ein kontinuierliches Protokoll ohne Eingreifen des Experimentators durchge-
fithrt, um Einflisse durch Stress und Angst zu minimieren, die Einfluss auf das Versuchsergebnis
haben konnen [45]. Dazu wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je ein Durchlauf mit jedem
Tier durchgefiihrt, bei dem die Méuse an ein Ende eines Armes gesetzt wurden und dann auf-
gezeichnet wurde welche Arme in 24 Armeintritten jeweils betreten worden waren. Auflerdem
wurde die Dauer jedes Testlaufes notiert. Dargestellt wurden dann die Mittelwerte aus beiden
Laufen der durchschnittlichen Zeit pro Arm sowie der Anteil an Alternierungen pro Gesamtzahl

der Armwechsel.

3.5.5 Water Maze

In diesem Test kann untersucht werden, wie gut sich Mause in einem Wasserbecken von 145 cm
Durchmesser anhand von rdumlichen Markierungen orientieren kénnen und wie gut sie sich an

eine zuvor erlernte Plattformposition erinnern kénnen (durchgefithrt modifiziert nach Fellini und
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Morellini [42]). Dazu wurde das Becken mit weifl eingefdrbtem Wasser befiillt und eine ebenfalls
weifle, runde Plattform von 14 cm Durchmesser, etwa einen Zentimeter unter der Wasseroberfla-
che positioniert. Die Plattform war fir die Tiere so nicht sichtbar. Auf der Innenseite des Beckens
waren als Orientierungshilfe asymmetrisch angeordnete Markierungen angebracht. Diese Asym-
metrie ist entscheidend um eine erfolgreiche Orientierung zu ermoglichen [42]. Das Becken befand
sich in der Ecke eines Raumes und war auf den beiden offenen Seiten von Vorhéngen umgeben.
Die Helligkeit betrug auf Hohe der Wasseroberfliche 26-28 lux.

Zu Beginn wurden die Méuse an zwei aufeinanderfolgenden Tagen an das Schwimmen und
Klettern auf eine versteckte Plattform gewohnt. Dazu wurde eine Plattform von 10 cm Durch-
messer in einem kleineren, rechteckigen Becken (42,5x26,5x15,5cm) platziert. Zwischen vier
Trainingsldufen pro Tag lagen jeweils 10 min-Intervalle. Die Plattformposition wurde variiert.
Waren die Tiere nach 60s nicht auf die Plattform geklettert, wurden sie fiir einige Sekunden auf
die Plattform gesetzt, bevor sie zuriick in den Kéfig entlassen wurden.

Vier Tage nach dem letzten Ubungslauf wurden die ersten Lerndurchliufe im runden Becken
absolviert. An Tag eins und zwei wurden jeweils vier Durchldufe in 10 min-Intervallen durch-
gefiihrt. Dabei wurden die Mé&use bei einer festgelegten Plattformposition an verschiedenen
Stellen des Beckens hineingesetzt und auch aus unterschiedlichen Richtungen von der Plattform
genommen. Dabei wurde die Zeit dokumentiert, die jedes Tier bis zum Auffinden der Plattform
bendtigte. Tiere, die nach 90 s die Plattform nicht erreicht hatten, wurden kurz auf die Plattform
gesetzt, bevor sie zuriick in den Kéfig gebracht wurden.

An Tag drei wurden ebenfalls vier Lerndurchldufe absolviert. Allerdings wurde nach den ersten
beiden Durchldufen ein zusétzlicher Testlauf absolviert, bei dem jede Maus fiir 60s in dem
gleichen Becken ohne Plattform schwamm. Dieser Lauf wurde durch eine Kamera aufgezeichnet.
An Tag vier wurde erst ein weiterer Testlauf ohne Plattform durchgefiihrt, bevor erneut zwei
Lerndurchlaufe mit Plattform durchgefithrt wurden. Die Plattformposition war dabei immer
identisch.

Der fiinfte Versuchstag fand dann drei Tage spéter statt. Hier wurde erneut ein 60s langer
Testlauf ohne Plattform absolviert. Dieser Lauf wurde ausgewertet und die Zeit bestimmt, die
jede Maus in jedem der vier Quadranten, in die das Becken eingeteilt wurde, anzufinden war.

Einen Tag spéter, an Versuchstag sechs, wurden dann erneut zwei Lerndurchliufe mit Platt-
form und dann wieder ein Testlauf ohne Plattform durchgefiihrt. Danach wurde fiir weitere drei
Lerndurchléufe die Plattformposition in den gegeniiberliegenden Quadranten versetzt.

Am siebten Tag wurde dann nach zwei weiteren Lerndurchldufen mit neuer Plattformposi-
tion in einem letzten Testlauf ohne Plattform getestet, wie gut sich die Méuse an die neue
Plattformposition angepasst hatten.

Analysiert wurden die Testldufe mit dem Programm Ethovision der Firma Noldus.

3.5.6 One-Trial Spatial Learning-Test

Dieser Test, modifiziert durchgefithrt nach Meier et al. [85], bietet die Moglichkeit das rédum-

liche Erinnerungsvermogen unter moglichst stressarmen Bedingungen zu untersuchen. So wird
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ermittelt inwieweit sich eine ménnliche Maus bevorzugt in einem Bereich aufhélt, in dem sie
zuvor Kontakt zu einem fremden Weibchen hatte. Verwendet wurde eine Arena von 50x50 cm
und 40 cm hohen Wénden. Im Unterschied zu dem Open Field-Test war die Arena durch eine
Trennwand in zwei gleich groBe Areale unterteilt, die durch eine Offnung in der Trennwand
miteinander verbunden waren. In beiden Bereichen befand sich ein perforiertes Becherglas aus
Kunststoff. Am ersten Versuchstag wurde in eines der beiden Bechergldser ein Weibchen gesetzt,
dass zuvor keinen Kontakt zu Mannchen hatte. Das Mannchen konnte sich dann 20 min lang
frei in der Arena bewegen. Am zweiten Tag wurde der gleiche Aufbau ohne Weibchen verwendet
und das Verhalten des Versuchstieres mit einer Videokamera aufgezeichnet. Analysiert wurde
daraufhin mit dem Programm Ethovision der Firma Noldus die Zeit, die sich die Médnnchen
wahrend des Testlaufes in der Zielzone aufhielten. Als diese wurde ein Bereich von 6 cm um das

Becherglas herum, in dem zuvor das Weibchen gesessen hatte, definiert.

3.5.7 Contextual Fear Conditioning

Eine weitere Moglichkeit das Langzeitgedéchtnis von Nagern zu analysieren, stellt das soge-
nannte Fear Conditioning dar, bei dem die Méuse nach Morellini und Schachner [91] einem
Schmerzreiz ausgesetzt werden. Verwendet wurde dafiir eine Kammer (23,5x23,5x19,5 cm) auf
deren Boden sich ein Drahtgitter befand, iiber welches die Maus einem Elektroschock ausgesetzt
werden konnte. An drei aufeinanderfolgenden Tagen wurden die M&use in die Kammer gesetzt.
Am ersten Tag wurde dabei drei Mal ein Elektroschock (250 pA, 1s) nach 120, 160 und 200 s ap-
pliziert. Das Verhalten der Tiere wurde insgesamt 240 s mit einer Videokamera festgehalten. Am
zweiten Tag wurden die Tiere dann erneut in die Kammer gesetzt und fiir 30 min gefilmt. Tiere,
die sich an den unangenehmen Reiz vom Vortag erinnern und mit der verdnderten Umgebung
assoziieren, zeigen ein ausgeprégtes angstliches Verhalten und verharren mit nur sehr wenigen
Bewegungen in einer Art Schockstarre. Am dritten Tag wurden die Mause erneut fiir 4 min in
die Kammer gesetzt und gefilmt. Normalerweise zeigen Tiere, die aufgrund der Erfahrungen des
Vortages weniger dngstlich sind wieder mehr Bewegungsaktivitéit. Analysiert wurden mit Hilfe
eines Infrarotsensors die ersten 4min des zweiten Tages als Maf} fiir das Langzeitgedéchtnis,
sowie die letzten 4 min des zweiten Tages in Hinblick auf eine einsetzende Umgewohnung. Die

4min am dritten Tag wurden dann als Langzeitléschung ausgewertet.

3.5.8 Open Field

Mit diesem Test kann die Bewegungsaktivitiat und das Erkundungsverhalten von Nagern quan-
tifiziert werden. Auflerdem kann die Vermeidung des Zentrums als Indikator fiir &ngstliches Ver-
halten interpretiert werden. Es wurde nach Meier et al. [85] eine Arena verwendet, die 50x50 cm
grofl und deren Seitenwinde 40 cm hoch waren. Die Maus wurde zu Beginn des Tests in eine
Ecke der Arena gesetzt und konnte sich dann 15 min frei bewegen. Die Bewegungen der Maus
wurden mit Hilfe einer Videokamera aufgenommen und spéter mit dem Programm Ethovision
der Firma Noldus analysiert. Dabei konnten unter anderem der mittlere Abstand zu den Wéanden

der Arena und die zuriickgelegte Gesamtstrecke quantifiziert werden.
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3.6 Pharmakologische Behandlung von Mausen

3.6.1 Postnatale Behandlung von Mausen der Linie KCNQ2V™m134

Tragende Weibchen wurden zwei Mal téglich nach neuen Wiirfen kontrolliert. 24 h nachdem
ein Wurf registriert wurde, wurden die Jungtiere biopsiert und mit der Behandlung begonnen.
Dabei wurden jedem Tier morgens und abends 5 pl/g Koérpergewicht subkutan in die Nackenfal-
te gespritzt. Verwendet wurden 2 pg/pl Retigabin, gelost in 10 %iger Cyclodextranlosung oder
0,02 png/pl Bumetanid. Das in Phosphatpuffer vorliegende Bumetanid wurde dazu 1:25 in NaCl
ad Inj. verdiinnt. Insgesamt wurde den Tieren also entweder 20 mg/kg Korpergewicht Retigabin
oder 0,2mg/kg Korpergewicht Bumetanid pro Tag verabreicht. Der vehikelbehandelten Gruppe
wurden analog zwei Mal téglich 5 nl/g Korpergewicht der 10 %igen Cyclodextranlésung gespritzt.
Die Behandlung wurde bis zum Abend des vierzehnten Lebenstages (P14) fortgefiihrt.

3.6.2 Kombinierte pra- und postnatale Behandlung von Mausen der Linie
KCNQZNmﬂ34

Zusatzlich zu der postnatalen Behandlung mit Retigabin und Bumetanid wurde in einer wei-
teren Studie eine prinatale Behandlung durchgefiihrt. Fir Bumetanid wurde in dieser Studie
die doppelte Dosis (0,4 mg/kg Korpergewicht/Tag) verwendet. Fiir die pranatale Behandlung
wurde trachtigen Weibchen die gleiche Dosis oral verabreicht, die auch den Jungtieren subkutan
gespritzt wurde. Dazu wurden die verpaarten Weibchen morgens und abends auf sogenannte
Plaques iiberpriift, die ein Zeichen fiir eine erfolgte Besamung sind. Die entsprechenenden Tiere
wurden daraufhin einzeln gehalten und ab dem elften Tag nach der Befruchtung behandelt. Dazu
wurde den Tieren zwei Mal téglich ein froot loop (Kellogg’s) in den Kifig gelegt, der im Falle
der retigabin- oder bumetanibehandelten Gruppen mit einer Losung befiillt worden war, die
den jeweiligen Wirkstoff enthielt. Dabei wurden entweder 11ul/g Korpergewicht einer 10 pg/nl
enthaltenen Retigabin- oder 1nl/g Korpergewicht einer 0,2 png/nl enthaltenen Bumetanidlosung
verwendet. Da Retigabin in hoherer Konzentration in wassrigen Losungen sehr schlecht 16slich
ist, wurde der 10 %igen Cyclodextranlosung 0,66 mM HCI zugesetzt. Das Bumetanid wurde in
diesem Fall mit Aqua ad Inj. im Verhéltnis 1:2,5 verdiinnt. Der vollstindige Verzehr der froot
loops wurde tberprift, stellte nach einer kurzen Gewéhnungsphase aber kein Problem dar. Die
anschliefende postnatale Behandlung entsprach der bereits beschriebenen. Die froot loops wur-
den dabei bis einschliefSlich PO verwendet und ab P1 durch die Injektionen abgeldst. Der einzige

Unterschied bestand nun in der erhohten Bumetaniddosis.

3.7 Analytische Methoden

3.7.1 Dokumentation von Korpergewicht und -groBe der verwendeten
Versuchstiere

Das Korpergewicht wurde durch Wiegen der Tiere im Alter von 200-212 d dokumentiert. Fiir die

Messung der Korpergrole wurden entweder bereits tote, oder durch Isofluoran betdubte Tiere
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auf Millimeterpapier fotografiert. Die genaue Korpergrofie wurde dann auf den Fotos abgele-
sen. Statistisch analysiert wurde sowohl das Korpergewicht als auch die Korpergrofie mit Hilfe
eines 1-Wege-ANOVA-Tests mit anschlieBender Newman-Keuls-posthoc-Analyse. Dazu wurde
das Programm Prism5 verwendet. Die Tiere aus den Behandlungsstudien wurden wéahrend der
ersten vierzehn Tage morgens vor der Injektion gewogen, in den sechs Wochen danach einmal
pro Woche. Die statistische Analyse dieser Daten wurde mit statistica durchgefithrt. Angewen-
det wurde fiir das Gewicht an P1 von lediglich postnatal behandelten Tieren ebenfalls eine
1-Wege-ANOVA-Analyse mit anschlieender posthoc-Analyse nach Newman-Keuls. Da die Be-
handlung erst nach der Aufnahme dieser Daten begonnen wurde, hatte sie keinen Einfluss auf
das Gewicht an P1. Das Gewicht der ersten vierzehn Tage, sowie der Verlauf wéahrend der drit-
ten bis achten Lebenswoche, wurde mit Hilfe einer 3-Wege-ANOVA-Analyse mit anschlieflender
posthoc-analyse nach Newman-Keuls analysiert.

Die Daten der pra- und postnatalen Behandlung wurden bereits an P1 mit einem 2-Wege-
ANOVA-Test analysiert, da hier bereits ein Einfluss der Behandlung untersucht wurde. Auch
hier wurde anschliefend eine Newman-Keuls-posthoc-Analyse durchgefiihrt. Die Auswertung
des Gewichtsverlaufs der ersten vierzehn Tage wurde analog der postnatal behandelten Tiere
durchgefiihrt.

3.7.2 Analyse der Uberlebensrate verwendeter Versuchstiere

Fiir die initiale Analyse der Uberlebensrate von KCNQ2V™!%_Miusen wurden lediglich Wiirfe
analysiert, die spitestens an P1 registriert und biopsiert wurden. Uber den Zeitraum von PO bis
P1 kann also keine Aussage hinsichtlich der genotypabhéngigen Sterblichkeit gemacht werden.
Fiir die statistische Analyse wurde sowohl fiir die initiale, als auch die Analyse der Daten aus
den Behandlungsstudien, die Uberlebensanalysefunktion des Programms Prism5 verwendet. Da-
bei wurde eine Darstellung nach Kaplan-Meyer und eine statistische Analyse nach Mantel-Cox
(Logranktest) durchgefiihrt. Allerdings unterscheiden sich die Daten der lediglich postnatal von
den pria- und postnatal behandelten Tieren insofern, als das in den nur postnatal behandelten
Gruppen, Tiere die an P1 bereits tot waren, nicht berticksichtigt wurden. Da die Behandlung
erst am ersten Tag nach der Geburt, nachdem alle Tiere eines Wurfes, auch die bereits gestor-
benen, biopsiert worden waren, begonnen wurde, hatte sie keinen Einfluss auf die Sterblichkeit
an P1. Die Tiere die an P1 leben, bilden also die Gesamtzahl der beriicksichtigten Tiere. Die
Uberlebensrate an P1 hat also in allen Graphen einen Wert von 1. Das gilt nicht fiir die Tiere,
die bereits pranatal behandelt worden waren. Hier wurden auch Tiere beriicksichtigt, die bereits
an P1 tot waren. Die Uberlebensrate hat also an PO einen Wert von 1 und kann an P1 schon

von diesem abweichen.

3.7.3 Analyse der Haufigkeit beobachteter Krampfanfille

Wihrend der Behandlung von Neugeborenen Méausen der Linie KCNQ2V™1%4 kam es immer wie-
der zu spontanen Krampfanféllen von homozygot mutierten KCNQ2V152M/V182M_Tieren. Wenn

diese Krampfe auftraten wiahrend die Tiere aus dem Kéfig genommen und gewogen und gespritzt
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wurden, konnte ihr Auftreten dokumentiert werden. Die Gesamtzahl der aufgetretenen Krampfe
wurde in Hinblick auf das Alter der jeweiligen Tiere, sowie auf ihre Behandlung untersucht. Sta-
tistisch wurden die drei postnatal behandelten Gruppen miteinander verglichen. Dabei wurden
mit einem Ttest jeweils die Anteile der KCNQ2V152M/VIS2M_Tiere mit registrierten Krampfen

von zwei Gruppen miteinander verglichen.

3.8 Statistische Methoden

Samtliche statistischen Analysen der vorliegenden Arbeit wurden mit Prismb oder Statistica
durchgefiihrt. Zum Einsatz kamen unterschiedliche Varianten des studentischen Ttests, verschie-
dene ANOVA-Analysen und posthoc-Analysen nach Newman-Keuls oder Bonferroni. Werte von
p<0,05 wurden mit * als signifikant, Werte von p<0,01 mit *x als sehr signifikant, und Werte
von p<0,001 mit * *x % als hoch signifikant beschrieben. Wurde ein Ttest verwendet, handelte
es sich stets um eine 2-Wege-Analyse. Bei alle in dieser Arbeit angegebenen Fehlern handelt es
sich um SEM (Standard Error of the Mean)-Werte.
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In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe eines Mausmodells, das eine Punktmutation im
Gen von KCNQ2 trégt, die Ursachen und Behandlungsmoglichkeiten neonataler Epilepsien un-
tersucht. Der Phanotyp dieser Mauslinie wurde im Folgenden durch verschiedene elektrophysio-
logische, immunhistochemische und verhaltensbiologische Methoden charakterisiert. Dabei kam
neben dem urspriinglichen B6-Hintergrund auch eine weitere Hintergrundlinie zum Einsatz. Da-
nach konnten die pathologischen Konsequenzen der M-Kanal-Defizienz mit verschiedenen phar-

makologischen Behandlungsstrategien abgemildert werden.

4.1 Die Mutation KCNQ2V18?M fiihrte zu einer gestorten
Entwicklung und erhohter Mortalitat im Mausmodell

Bei der &uflerlichen Betrachtung der Tiere fiel zunichst auf, dass Méause, die die Mutation
KCONQ2V18M homozygot tragen, in der Regel kleiner und leichter als ihre gleichaltrigen Artge-
nossen waren (Abb. 4.1 A). So betrug der Gewichtsunterschied einer adulten Wildtypmaus der
Linie KONQ2N™1%4  die durchschnittlich 32,2 g wog, im Vergleich zu einer homozygot mutierten
10,5¢g (Abb. 4.1 C). Homozygote KCN Q2V182M/VI182M_\[5use waren mit durchnittlich 21,7 g also
rund ein drittel leichter. Heterozygote Tiere zeigten bei durchschnittlichen 30,9 g Kérpergewicht
keine statistisch signifikanten Abweichungen vom Normalgewicht.

Auch bei der Betrachtung der Koérperlinge war bei homozygot mutierten Mausen eine deutli-
che Reduktion zu erkennen. Mit einer duchschnittlichen Korperldnge von 88 cm waren sie etwa
12 % kleiner als Méuse, die kein oder nur ein mutiertes Allel trugen (Abb. 4.1 C).

Ebenfalls nur bei homozygot mutierten Mausen wurde eine stark erhohte Sterblichkeitsrate
festgestellt. So waren nach zehn Wochen rund 88 % der KCNQ2V182M/VI82M_ \[5use tot, wih-
rend nur 24 % der heterozygoten und Wildtyp-Méause gestorben waren (Abb. 4.1 D). 52% der
homozygot mutierten Tiere starben dabei bereits in den ersten drei Wochen.

Untersuchte man die Genotypverteilung bei Nachkommen heterozygot verpaarter
KCNQ2V182M/+_Mzuse am ersten Tag nach der Geburt, fiel bereits eine Abweichung von der
erwarteten Mendelschen Verteilung auf. So waren statt der erwarteten 25 % KCONQ2V152M/V1s2M_
Tiere nur 16,7 % der Jungtiere homozygot fiir die beschriebene Mutation (Abb. 4.1 B). Dafur
machten heterozygote Tiere 57,8 % anstatt der erwarteteten 50 % aus. Der Anteil der Wildtyp-

méuse lag mit 25,5 % im Normalbereich.
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Abbildung 4.1: Phinotyp der KCNQ2N™1%_M:iuse. Exemplarische Abbildung adulter Miu-
se verschiedener Genotypen (A). Verteilung der Genotypen bei Nachkommen heterozygoter Verpaa-
rungen (n=204) am Tag der Geburt (P0) (B). Gewicht und Koérpergrofie von Wildtyp- (32,2+ 1,3 g,
99,8 + 0,3mm, n=4), heterozygoten (30,9 +14g, 99,7+ 0,8mm, n=7), und homozygot mutierten
(21,7+1,9g, 88,0+ 1,9mm, n=2) KCNQ2V"™134_Tieren (C). Darstellung der Uberlebensraten von
Wildtyp- (n=156), heterozygoten (n=317), und homozygot mutierten (n=71) KONQ2N™%_Tieren nach
Kaplan-Meyer (D).
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4.2 Die erhohte Sterblichkeit homozygoter
KCNQ2V182M/VI182M_Mzuse war auf letale Krampfanfille

zuruckzufiihren

Bei homozygoten KCN Q2V182M/V182M_Tiaren konnten spontane Krampfanfille beobachtet wer-
den. Dabei hatten einzelne Méuse haufig auch wiederkehrende Anfélle. Die Krampfe duflerten
sich meist in sehr starken, sprungidhnlichen Bewegungen von einigen Sekunden Lénge, die dann
in einen generalisiert erhohten Muskeltonus iibergingen. Dabei war an Vorder- und Hinterlaufen
deutlich ein Verkrampfen der Muskulatur zu erkennen. Dieser Krampf l6ste sich nach weni-
gen Sekunden, wenn die Maus nicht an dem Anfall verstorben war. Todesursache war demnach

vermutlich die Ausbildung eines Status Epilepticus.
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Abbildung 4.2: Neonataler Krampfanfall einer adulten KCNQ2V!82M/V1s2M_\[ays,
Exemplarische  Abbildung eines telemetrisch  aufgezeichneten  Elektrocortikogramms  einer
adulten KCNQ2V182M/VI82M_Naus an P42. Dargestellt sind das Frequenzspektrum (A), sowie das
Elektrocortikogramm (B) vor, wiahrend und nach einem letalen, epileptischen Krampfanfall.

Um nachweisen zu koénnen, dass den beobachteten Krampfanféllen verdanderte Aktivitat im
Gehirn zugrundelag, wurden telemetrisch in einzelnen adulten KCNQ2V182M/VISZM_\[5ysen sub-
durale Elektrocortikogramme (ECoG) aufgenommen. Dazu wurden diesen Tieren Elektroden in
den Schédelknochen implantiert, die mit einem unter dem Riickenfell befindlichen Transmitter
verbunden waren. So konnten {iber mehrere Wochen dauerhaft Hirnstromaktivitdten des Cor-

tex aufgezeichnet werden. Abb. 4.2 zeigt einen Ausschnitt einer solchen Aufnahme von einem
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etwa sechs Wochen alten KCNQ2V182M/VI82M_Tier Dabei ist im Frequenzspektrum deutlich
eine stark erhohte Aktivitdt von rund 20s Dauer iiber einen breiten Frequenzbereich von et-
wa 5-25 Hz zu erkennen (Abb. 4.2 A). Bei der Betrachtung unterschiedlicher Teilbereiche des
Elektrocortikogramms ist zu erkennen, dass vor dem Auftreten des Anfalls eine normale Hirnak-
tivitat vorlag. Darauf folgte die beschriebene Phase stark erhohter Aktivitat, wonach dann keine

Aktivitdt mehr detektiert werden konnte. Die Maus hatte also einen todlichen Anfall erlitten.

4.3 Ky7.2/7.3 vermittelte Strome wurden durch die Mutation
KCNQ2V182M peeintrachtigt.

Der Phénotyp der KCNQ2VN™134_Tiere ist mit der Punktmutation KCNQ2V¥?M assoziiert. Um
den Einfluss der Mutation auf die grundlegenden elektrophysiologischen Eigenschaften von M-
Kanélen einschéitzen zu konnen, wurden Zwei-Elektroden-Spannungsklemme-Messungen in Xe-
nopus laevis-Oocyten durchgefithrt. Um die heteromere Zusammensetzung physiologischer M-
Kanéle nachzustellen, wurde cRNA von KCNQ2 zusammen mit der von KCNQ3 im Verhaltnis
von 1:1 in die Oocyten injiziert. Dabei wurde entweder KCNQ2- oder KCNQ2V¥?M_cRNA
verwendet. Um die heterozygote Situation nachzubilden, wurde KCNQ2-, KCNQ2V%?M_ ynd
KCNQ3-cRNA im Verhéltnis von 0,5:0,5:1, bei gleichbleibender RNA-Gesamtmenge injiziert.

Bei den Messungen wurden dann Spannungen nach dem in Abb. 4.3 A abgebildeten Pro-
tokoll angelegt, um Ky 7.2/7.3-vermittelte Strome zu aktivieren. In Abb. 4.3 B sind beispiel-
haft gemessene Strome fiir die verschiedenen cRNA-Kombinationen dargestellt. Es fiel auf, dass
die Stromamplituden wahrend des Aktivierungspulses bei Kanélen, die die mutierte Ky/7.2-
Untereinheit enthielten, geringer ausfielen. So war bei einem Membranpotential von 0 mV bereits
ein signifikanter Unterschied in der Stromamplitude zwischen Ky7.2/7.3- und Ky7.2V182M /7.3
vermittelten Stromen messbar (Abb. 4.3 C). Bei hoheren Membranpotentialen erhéhte sich diese
Signifikanz weiter. Quantitativ verringerte sich die Stromamplitude bei 30 mV von 8,4 + 1,4 pA
fiir den Wildtypkanal auf 4,7 + 0,8 pA fiir den mutierten Kanal. Das entspricht einem Anteil von
56 + 25 %. Die Stromamplituden der Oocyten, die sowohl den Wildtyp-, als auch den mutierten
Kanal enthielten, lagen mit 7,1 £+ 1,0 pA und 84 + 28 % des Wildtypkanals intermediér zwischen
den Messwerten der fiir KCN(@Q2 homomeren Kanéle. Diese Unterschiede in der Stromamplitude
waren, wenn auch noch nicht statistisch signifikant, bereits bei einem physiologisch relevanteren
Membranpotential von —60mV zu erkennen. Hier wies der Wildtypkanal eine Amplitude von
0,076 + 0,014 pA auf, wihrend der mutierte Kanal mit einer Amplitude von 0,041 + 0,005 pA
nur 54 + 25 % der Wildtypamplitude erreichte.

Untersucht wurden auflerdem die Stromamplituden direkt nach Beendigung des Aktivie-
rungspulses, der sogenannten Tuail-Strome, die Aufschluss iiber das spannungsabhéngige Schalt-
verhalten der Kanéle geben. Den normierten Strom-Spannungskurven dieser Messwerte in Abb.
4.3 D lasst sich entnehmen, dass sich die Aktivierungseigenschaften des mutierten Kanals verén-
dert hatten. So 6ffneten die Ky/7.2V182M /7 3-Kanile, verglichen mit intakten Kv/7.2/7.3-Kanélen,
erst verzogert bei positiveren Membranpotentialen. Die Messwerte fiir die Kv7.2/7.2V182M /7 3.
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Kanile waren auch hier intermediér einzuordnen.

Quantitativ ldsst sich diese Verschiebung der Aktivierungskurve mit dem Vso-Wert beschrei-
ben, der das Membranpotential angibt, bei dem genau die Hélfte der vorhandenen Kanéle ge-
offnet ist. Mit einem Wert von —27,8 mV wich das Membranpotential mit einer 50 %igen Offen-
wahrscheinlichkeit des mutierten Kanals hoch signifikant von dem des Wildtyp-Kanals ab (Abb.
4.3 E). Dieser offnete mit einem Vsy von —34,7mV rund 6,9 + 1,8 mV frither. Der heteromere
Kanal wies mit einem Wert von —31,9mV immer noch eine im Vergleich zu dem homozygot

mutierten Kanal signifikant verschobene Aktivierungskurve auf.
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Abbildung 4.3: Ky7.2/7.3 vermittelte Strome in Xenopus laevis-Oocyten wurden durch die
Mutation KCNQ2V1%*M verindert. Mit Hilfe eines M-Kanal-aktivierenden Spannungsprotokolls (A)
wurden Ky 7.2/7.3-vermittelte Strome verschiedener Untereinheitenverhéltnisse induziert (B). Dargestellt
sind die absoluten Stromamplituden (C), sowie die normierten Strom-Spannungskurven mit dem gemit-
telten Fit der nicht normierten Einzelfits (D) (n=10 pro Gruppe). (E) zeigt die mittleren Vgo-Werte
der Einzelplots (Kv7.2/7.3: —34,7+12mV, Ky7.2/7.2V182M/73. 319+ 1,1mV, Ky7.2V8M/73.
—27,8 £ 0,6 mV).
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4.4 CA1-Neuronen von mutierten Mausen der Linie KCNQ2Nmf134
zeigten geringere M-Strom-Amplituden und eine erhdhte

Erregbarkeit

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl die Leitfihigkeits-, als auch die Aktivierungsei-
genschaften von Ky 7.2/Ky7.3-Kanélen im heterologen Expressionssystem durch die Mutation
KCONQ2V18M heeintrichtigt wurden, sollte die Frage beantwortet werden, inwieweit sich dieser
Befund in den physiologischen Eigenschaften von M-Stromen im Mausgehirn widerspiegelt. Dazu
wurden elektrophysiologische Messungen von CA1-Neuronen in Hirnschnitten von Méausen der
Linie KOCNQ2N™134 dqurchgefiihrt. Mit einer Spannungsklemme wurden die Membranpotentiale
der gepatchten Zellen dabei auf —80mV geklemmt, um dann durch verschieden grofie Span-
nungsanderungen spannungsabhéngige Ionenkanile zu aktivieren (Abb. 4.4 A). Durch Zugabe
von 0,5nM TTX wurde dabei ein Auslésen von Aktionspotentialen verhindert. Nacheinander
wurden in jeder Zelle Messungen durchgefiihrt, die nach Zugabe von 10 pnM XE991 wiederholt
wurden. XE991 ist ein selektiver M-Kanal-Blocker, der die pharmakologische Isolierung von M-
Stromen erlaubt. Ausgewertet wurden die subtrahierten Strome Ixg-I1xg (Abb. 4.4 B). Dabei
stellte sich heraus, dass die in Hirnschnitten von KCNQ2V182M/VI182M \[5ysen gemessenen M-
Strom-Amplituden bei Membranpotentialen von -30 und —40 mV signifikant kleiner waren, als
die in KCNQ2*/*-Tieren (Abb. 4.4 C). Auch hier waren sie mit einer Stromstirke bei —30 mV
von 141 + 27 pA, verglichen mit 291 4+ 32 pA in Wildtyptieren um rund die Halfte auf 49 + 20 %
reduziert. Die in heterozygoten Tieren gemessenen M-Strom-Amplituden unterschieden sich mit
durchschnittlich 308 4+ 15 pA statistisch nicht von den Wildtypamplituden. Auch im Hirnschnitt
war bereits bei einem Membranpotential von —60mV, wenn auch nicht statistisch signifikant,
ein Trend zu niedrigeren M-Strom-Amplituden in homozygot mutierten Tieren feststellbar. Mit
9,7+ 7,8 pA erreichten diese 63 + 87 % der Wildtypamplituden (15,4 + 5,6 pA).

Wie die Analyse der normierten Strom-Spannungskurven zeigte, 6ffneten auch die M-Kanile
in CAl-Neuronen spéter, wenn sie die beschriebene Punktmutation trugen (Abb. 4.4 D). So
war der Vso-Wert in KCNQ2V182M/VI82M \[5usen mit —20,9mV rund 4,8 +2,9mV positiver
als der in KCNQ2*/*-Miusen (Abb. 4.4 E). Diese 6ffneten mit einem Vso-Wert von —25,7 mV
signifikant friither.

Die M-Kanile in heterozygoten KCNQ2V'52M/* Mausen schienen sich sogar frither als die
in Wildtyptieren zu 6ffnen. So unterschied sich der entsprechende Vso-Wert von —32,9 mV si-
gnifikant von dem der Wildtyp- und homozygot mutierten Tiere (Abb. 4.4 E). Dies stand im
Kontrast zu den im heterologen Expressionssystem erhobenen Daten.

Da der M-Strom durch seine hyperpolarisierenden Eigenschaften die neuronale Erregbarkeit
beeinflusst, lag die Vermutung nahe, dass auch im vorliegenden Mausmodell die Erregbarkeit
von CAl-Neuronen Verdnderungen aufwies. Diese wurde im Folgenden durch die Injektion unter-
schiedlich starker Strome in die gepatchten, nicht spannungsgeklemmten Zellen getestet (Abb.
4.5 C). Die Versuche wurden ohne TTX durchgefiihrt, so dass durch die injizierten Strome
Aktionspotentiale ausgelost werden konnten (Abb. 4.5 A). Dabei unterschied sich die Anzahl
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Abbildung 4.4: CAl-Neuronen von KCNQ2V!82M/V1§2M_\[iusen wiesen eine verringerte
M-Strom-Amplitude auf. Mit Hilfe eines entsprechenden Spannungsprotokolls (A) wurden Strome
iiber die Zellmembranen von CA1-Neuronen induziert. Dargestellt sind subtrahierte Beispielspuren der
drei Genotypen unter Verwendung des M-Kanal-Blockers XE991 (B). (C) zeigt die absoluten mitt-
leren Amplituden bei verschiedenen angelegten Spannungen (KCNQ2*/*: n=13 Zellen aus 4 Tieren,
KCONQ2VI8M/+: n= 9/3, KONQ2VI8?M/VI82M. n— 1(/3). Abgebildet sind weiterhin die normierten
Strom-Spannungskurven mit dem gemittelten Fit der nicht normierten Einzelfits (D) (n= 9/3, 9/3,
8/3), sowie die mittleren Vso-Werte der Einzelplots (E) (KCNQ2*/*: —25,7+ 1,6 mV, KCNQ2V182M/+.
—32,9+1,7mV, KCNQ2V182M/V182M. _90 9 4 1 4mV).

der ausgelosten Aktionspotentiale abhédngig vom Genotyp der gepatchten Zelle. So konnten so-
wohl in Zellen von KCNQ2V182M/VI82M_ 4]s auch von KCNQ2V152M/+ Miusen, signifikant mehr
Aktionspotentiale ausgelost werden, als in Wildtypzellen (Abb. 4.5 B). Bei einer Stromstérke
von 100 pA feuerten homozygot mutierte Zellen durchschnittlich 8,540,4, heterozygote 8,440,7
Aktionspotentiale. In Wildtypzellen wurden dagegen nur 6,5+0,3 Aktionspotentiale erreicht.

Die elektrischen Eigenschaften der Zellmembranen unterschieden sich hingegen kaum. Das Ru-
hemembranpotential wurde durch die Mutation nicht signifikant beeinflusst und lag in allen Zel-
len um —62mV (Abb. 4.5 D). Der Eingangswiderstand von CA1-Neuronen in KCNQ2V182M/V182M_
Miusen war mit 308,5MQ jedoch signifikant héher als der in KCNQ2N™!94/*_Tieren mit
237,8 MQ). Der Unterschied zu dem Eingangswiderstand von Wildtypneuronen (260,9 M) war
jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 4.5: CA1l-Neuronen von KCNQ2V!82M/V182M_\[siusen waren iibererregbar. In ge-
patchte CAl-Neuronen wurden Strome unterschiedlicher Stérke injiziert (C). Gezeigt sind Beispielspu-
ren der drei Genotypen bei unterschiedlichen Stromstérken (A), sowie die durchschnittliche Anzahl von
ausgeldsten Aktionspotentialen in Abhingigkeit der angelegten Stromstirke (B) (KCNQ2*/*: n= 34
Zellen aus 9 Tieren, KCNQ2V182M/+: n= 17/5, KCNQ2V152M/V182M. — 96/7). Weiterhin sind das
durchschnittliche Ruhemembranpotential und der Eingangswiderstand der untersuchten Zellen angegeben
(D) (KCNQ2*/*: —61,6 +0,4mV, 260,9 & 13,9MQ; KCNQ2V'$2M/+: _62,7+0,5mV, 237,8 + 9,4 MQ;
KCNQ2V182M/VIsZM, _62 1 +0,4mV, 308,5 4+ 24,5 MQ).

4.5 Die Gehirne mutierter KCNQ2V182M/VI&2M_M3zuse zeigten weder

morphologische noch histologische Veranderungen

In einer dominant-negativen transgenen Mauslinie, die ebenfalls eine M-Kanal-Defizienz auf-
weist, kommt es zu morphologischen Verdnderungen im Bereich des Hippocampus [105].

Durch eine Nissl-Farbung von Hirnschnitten aus KCNQ2V152M/VISZM_ ynq KONQ2V182M/+.
Mausen sollte untersucht werden, ob auch im vorliegenden Mausmodell morphologische Abnor-
malititen festgestellt werden konnten.

Wie Abb. 4.6 A jedoch zeigt, konnten keinerlei Aufélligkeiten in der Morphologie des Gehirns,
und insbesondere des Hippocampus, festgestellt werden.

Dariiber hinaus wurden durch Antikérperfarbungen weitere histologische Eigenschaften unter-
sucht. So kann z.B. durch eine Antikérperfarbung des Transkriptionsfaktors cFos eine erhohte
neuronale Aktivitdt angezeigt werden, da cFos in besonders aktiven Neuronen hochreguliert
wird [142]. In Abb. 4.6 B ist zu erkennen, dass nach Anfirben von Hirnschnitten mit einem
cFos-Antikorper, sowohl in KCNQ2V182M/VIS2M_ 415 auch in KONQ2V152M/+ Mzusen, verein-

zelt stark angeférbte Zellen zu erkennen waren (hervorgehoben durch rote Pfeile).
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Abbildung 4.6: Die Gehirne von KCNQ2V152M/V182M_Njusen zeigten keine morpho-
logischen Verdnderungen. Abgebildet sind exemplarische coronale Hirnschnitte (50 pm) von
KCNQ2VI82M/VI82M_ (p3g)  KONQ2VI8#M/+_ (P43/P37) und KCNQ2*/*-Miusen (P38), angefirbt
durch eine Nisslfirbung (A), bzw. einen anti-cFos-Antikérper und anschlieBender DAB-Farbung (B).
Vergroflert dargestellt ist jeweils der Hippocampus, in (B) zusétzlich der Gyrus dentatus. Die roten Pfeile
markieren exemplarisch einzelne stark angefarbte cFos-positive Zellen.

Einen weiteren Hinweis auf eine histologische Verdnderung kann eine Anfirbung von GFAP
liefern. GFAP wird vor allem in aktiven Astrozyten exprimiert und kann so Hinweise auf eine
reaktive Astrozytose geben [62]. Farbungen in KCNQ2V™1%_Miusen zeigten jedoch keine geno-
typabhéngigen Verdnderungen im Expressionsmuster von GFAP (Abb. 4.7 A). Auféllig war nur,
dass in Schnitten aller drei untersuchten Genotypen relativ hohe Signalintensitidten vorlagen.

Ein Indikator fiir pathologische Prozesse sind auflerdem aktivierte Mikroglia, die eine wich-
tige Funktion in Entziindungsprozessen bzw. der Immunantwort einnehmen [2]. Aktivierte Mi-
kroglia lassen sich z.B. mit Isolectin sichtbar machen. Entsprechend angefdrbte Schnitte von
KCNQ2V182M/+_ oder KONQ2V182M/VISZM_\[susen zeigten jedoch keine erhohten Signalinten-
sitdten (Abb. 4.7 B).
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Abbildung 4.7: Die Gehirne von KCNQ2V152M/V182M_N5usen wiesen keine inflammato-
rischen Verdnderungen auf. Abgebildet sind exemplarische coronale Hirnschnitte (50pm) von
KCNQ2V182M/V182M (p3g)  KONQ2V!5?M/+ (P37) und KCNQ21/*-Miusen (P38/P50), angefirbt durch
einen GFAP-Antikérper (A) bzw. Isolectin (B) und anschlieBender DAB-Farbung. Vergrofiert dargestellt
ist jeweils der Hippocampus.

4.6 Die Expression des mutierten Allels war im Gehirn von
heterozygoten KCNQ2V182M/+_Miusen geringer als die des
Wildtyp-Allels

Um abschétzen zu kénnen, ob sich die relative Expression der beiden KCN@2-Allele in he-
terozygoten KCNQ2V182M/+ _Mzusen durch die Mutation verdndert, wurde eine quantitative
Real-Time-PCR durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass in allen analysierten Hirnregio-
nen das Expressionslevel des mutierten Allels im Vergleich zum Wildtypallel verringert war. Es
konnte, trotz der aufgrund der geringen n-Zahl nicht erreichten statistischen Signifikanz, ein
klarer Trend festgestellt werden (Abb. 4.8). Beide Allele wiirden bei regularer Expression einen
Wert von 0,5 erreichen miissen, um das Gesamtlevel von KCNQ2-mRNA in Wildtyptieren zu
erreichen. Die Expressionsniveaus der Wildtypallele befand sich auch in etwa in diesem Bereich,
bzw. schienen im Cortex und Resthirn sogar iiber diesen hinauszugehen, wihrend die Menge an

mutierter mRNA in allen drei Hirnarealen geringer zu sein schien.
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Abbildung 4.8: Expression der KCNQ2-Allele in heterozygoten KCNQ2N™13%. im Vergleich
zu Wildtyp-Méausen. Die Abbildung zeigt die relative Expression des mutierten und des Wildtypallels
von KCNQ2V182M/+ Tieren (n=2) im Vergleich zum Expressionsniveau des Wildtypallels in Wildtyp-
méusen (n=2) in Hippocampus, Cortex und Resthirn. Alle Signale wurden intern auf Synaptophysin
normalisiert.

4.7 Das Verhalten von heterozygot mutierten
KCNQ2V18M/+_Mizusen zeigte Verinderungen

Um die Auswirkungen der Mutation KCNQ2V!8?M auf das Verhalten heterozygoter
KCNQ2V182M/+ _Msuse zu untersuchen, wurden verschiedene verhaltensanalytische Experi-
mente durchgefithrt. Homozygot mutierte Tiere konnten leider nicht getestet werden, da sie
aufgrund der hohen Sterblichkeit nicht in ausreichend grofier Zahl zur Verfiigung standen.

Untersucht werden sollte unter anderem, ob auch in dem vorliegenden Tiermodell eine ab-
normal erhohte Bewegungsaktivitit beobachtet werden konnte, wie dies in einem anderen M-
Strom-defizienten, transgenen Mausmodell bereits beschrieben werden konnte [105]. Neben der
Aktivitdt wurden Parameter wie Angst oder Erinnerungsvermdégen, aber auch motorische Fé-
higkeiten untersucht.

Im FElevated Plus Maze kann die Neugierde oder auch dngstliches Verhalten von Nagern quan-
tifiziert werden. Ein wichtiger Parameter ist dabei die Zeit, nach der eine Maus zum ersten
Mal einen offenen, also potenziell gefdhrlicheren Teil der Versuchsapparatur betritt. Ein anderer
quantitativer Richtwert fiir die gleichen Eigenschaften ist die Gesamtzahl der Eintritte in einen
offenen Arm im Verhéltnis zur Gesamtzahl aller Eintritte.

Fiir beide Parameter konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Grup-
pen festgestellt werden (Abb. 4.9 A). Es war allerdings ein Trend zu erkennen, nach dem he-
terozygot mutierte Tiere etwas spédter und insgesamt auch seltener einen offenen Arm betre-
ten hatten. Signifikant verringert war in KCNQ2V'82M/+_Mzusen hingegen die Gesamtzahl der
Armeintritte tiber den gesamten Versuchszeitraum (Abb. 4.9 A unten rechts). Dies deutete darauf
hin, dass die milde M-Strom-Defizienz dieser Tiere zu einer verringerten allgemeinen Aktivitét
oder einer geringeren Erkundungsfreude, bzw. dngstlicherem Verhalten fithrte.

In den darauffolgenden Tests wurden die motorischen Fahigkeiten der Mause untersucht. Dabei

wurden die Griffstdrke im Grip Strength-Aufbau und die motorische Balance im sogenannten
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Abbildung 4.9: Erkundungsverhalten und Muskelkraft von KCNQ2"%?M/*_M#usen wie-
sen Verdnderungen auf. Dargestellt sind verschiedene verhaltensanalytische Untersuchungen von
KCNQ2V18M/+_ und KCNQ2*/*-Miusen (n= 6 pro Genotyp). Das Verhalten im Elevated Plus
Maze wurde durch die prozentualen Eintritte in einen offenen Arm (KCNQ2*/*: 28,14 6,0%,
KCNQ2V18M/+. 182+ 6,9 %), die initiale Latenz bis zum Betreten eines offenen Arms (KCNQ27/*:
58 + 495, KCNQ2V182M/+: 141 + 40s), sowie die Gesamtzahl aller Armeintritte (KCNQ27/#: 16,8 £1,5,
KCNQ2V182M/+: 12,0 £0,9) beschrieben (A). Fiir den Grip Strength-Test ist die durchschnittliche Hal-
tekraft in Newton angegeben (B) (KCNQ27/#: 0,1649 + 0,0035 N, KCNQ2"V182M/+. (),1880 & 0,0082 N).
In (C) sind die durchschnittlichen Haltedauern im Rotarod von vier Testliufen pro Genotyp darge-
stellt (KCNQ21/*: 154 + 455, 218 + 39, 228 + 26's, 247 + 24s; KCNQ2V152M/+: 194 + 225, 234 + 17,
222 + 305, 256 + 18s).
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Abbildung 4.10: Das rdumliche Kurz- und Langzeitgedichtnis von KCNQ2V!%?M/*_Miusen
zeigte keine Beeintriichtigungen. Dargestellt sind die Zeit pro Arm (KCNQ2*/*: 10,7+ 1,55,
KCNQ2V182M/+: 10,8 + 1,3s) und die Eintrittsrate in den jeweils neuen Arm (KCNQ2*/*: 59,8 4 1,6 %,
KCNQ2V18M/+: 60,1 +2,5%) im Y-Maze (A), sowie die jeweilige Aufenthaltsdauer im Zielquadranten
des Lern- (KCNQ2%/*: 69,6 5,5 %, KCNQ2V182M/+: 70,7 + 4,0 %) (B oben) und des Umlern-Testlaufes
(KCNQ2t/*: 41,4 +5,3%, KCNQ2V152M/+. 373 + 4,7%) (B unten) im Water Maze-Test (n= 6 pro Ge-
notyp).

Rotarod getestet. Die Haltekraft von KCNQ2V182M/+ Mausen war dabei mit 0,188 N, verglichen
mit 0,165N bei KCNQ2*/*-Tieren, signifikant erhéht (Abb. 4.9 B). Die Balance der Tiere im
Rotarod wies hingegen keinen Unterschied zu der von Wildtyptieren auf (Abb. 4.9 C).

Die anschlieende Testreihe diente dazu, das rdumliche Erinnerungsvermogen und die Lern-
fadhigkeit einzuordnen. Im Y-Maze kann dafiir das Arbeitsgeddchtnis durch Quantifizierung der
Alternierungsrate getestet werden. Die durchschnittliche Zeit, die in einem Arm verbracht wird,
ist wiederum ein Maf fiir die Grundaktivitit der Tiere. Beide Parameter waren in den vergliche-

nen Gruppen mit einer Alternierungsrate von ca. 60 % und einer durchschnittlichen Verweildauer
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pro Arm von gut 10s, statistisch identisch (Abb. 4.10 A).

Auch im Water Maze konnte keine Verdnderung des Erinnerungsvermogens und der Lernfihig-
keit festgestellt werden. Die Angabe der Aufenthaltsdauer pro Quadrant dient dabei als Ma$f fiir
die rdumliche Orientierung und die Fahigkeit, sich an die Position einer Plattform zu erinnern,
die in den Durchldufen zuvor im Wasserbecken installiert war. Dabei wiesen sowohl die Test-,
als auch die Kontrollgruppe im ersten Testlauf nach Erlernen der Plattformposition die gleichen
Préferenzen fiir den Plattformquadranten auf (Abb. 4.10 B oben). Im anschlieBenden Umlernen

auf eine neue Plattformposition waren ebenfalls beide Gruppen gleich erfolgreich (Abb. 4.10 B
unten).
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Abbildung 4.11: Das Langzeitgdichtnis fiir emotionale Reize von KCNQ2V'82M/+_Miusen
zeigte Verdnderungen. Dargestellt sind die Préferenz fiir den Zielbereich im One-Trial-Spatial-
Learning-Test von KONQ2V52M/+ (54,0 +4,0%)- und KCNQ2*/*-Msusen (58,5+2,7%) (A) (n= 6
pro Genotyp). (B) zeigt den Immobilitatsgrad heterozygoter und Wildtypméuse in je vier Testlaufen
des Foot Shock-Versuchsaufbaus (B) (n= 6 pro Gruppe) (KCNQ2V!82M/+. 85+21%, 11,2+2,7%,
1,2+0,5%, 9,04+ 3,9%; KCNQ2*/*: 6,5+3,2%, 224+5,6%, 52+21%, 4,6 +1,8%).

Um rédumliches Lernen mit einem weiteren Reiz zu versehen, wurde der sogenannte One Trial
Spatial Learning-Test durchgefithrt. Hierbei wurde die relative Aufenthaltsdauer in dem Bereich
bestimmt, in dem sich zuvor eine weitere, weibliche Maus in einem abgetrennten Areal aufge-
halten hatte. Auch in diesem Test wiesen die Tiere beider Gruppen eine vergleichbare Préiferenz
fiir den Zielbereich auf (Abb. 4.11 A).

Abschlielend wurde in einem Fear Conditioning-Versuchsaufbau das Erinnerungsvermogen
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in Verbindung mit einem unangenehmen Schmerzreiz in From eines Elektroschocks getestet.
Das Langzeitgedichtnis der KCNQ2V52M/+_Mzuse war dabei signifikant schlechter als das von
KCNQ2*/*-Miusen (Abb. 4.11 B). So zeigten die heterozygoten Tiere durch eine mit durch-
schnittlichen 11 % weniger ausgepriagte Immobilitét, dass sie sich im Vergleich zu den Wildtyptie-
ren, die eine Immobilitdtsrate von 22 % aufwiesen, schlechter an den einige Tage zuriickliegenden

Schmerzreiz erinnern konnten.

4.8 Das Verhalten von heterozygot und homozygot mutierten
CD1-KCNQ2Vmf134_M3zusen zeigte ebenfalls deutliche

Veranderungen

Da die Zucht der KCNQ2N™134_Tiere relativ schwierig war, und nur unter grofem Aufwand ho-

2V182M iy eine andere Linie

here Tierzahlen erreicht werden konnten, wurde die Mutation KCNQ
eingekreuzt. Verwendet wurde hierfiir die Auszuchtlinie CD1, da diese relativ grofie Wiirfe auf-
weist, um so die Effektivitit der Zucht zu erhohen. Auflerdem sollte durch die Verwendung einer
anderen Hintergrundlinie ein moglicher Effekt des genetischen Hintergrundes auf den Phénotyp
iiberpriift werden. Nach dreimaligem Riickkreuzen wurde der Phénotyp der Méuse untersucht.
Auch vor dem neuen genetischen Hintergrund war ein epileptischer Phanotyp der Tiere zu er-
kennen. So wirkte sich auch in CD1- KCNQ2V™ % Tieren die eingekreuzte Mutation negativ auf
die Uberlebensrate von homozygot mutierten Tieren aus (Abb. 4.12 D). Adulte Tiere ab einem
Alter von vier Wochen iiberlebten nur zu etwa 35 % das erste Lebensjahr. Beobachtete Wildtyp-
und heterozygote Tiere iiberlebten hingegen zu 100 %. Dabei wurden immer wieder spontane
Krampfanfille bei homozygot mutierten Tieren beobachtet.

Dariiber hinaus waren CD1-KCNQ2V152M/VI82M_Tiere ebhenfalls leichter und kleiner als ihre
gleichaltrigen Geschwister (Abb. 4.12 A+B). In adulten Mausen manifestierte sich dies in einem
Gewichtsunterschied von gut 6g. Bei einem durchschnittlichen Gewicht der Wildtyptiere von
47,9+ 2,5¢ waren CD1-KCN Q2V182M/V182M_Tiere mit durchschnittlich 41,5 + 2,8 g also etwa
13 % leichter. Heterozygote Tiere wiesen mit durchschnittlich 48,2 + 2,2 ¢ Normalgewicht auf.
Der negative Effekt der homozygot vorliegenden Mutation von KCNQ@2 schien also vor dem
CD1-Hintergrund dhnlich stark ausgeprigt zu sein, wie vor dem B6-Hintergrund. Auch in der
Korpergrofie konnten Unterschiede festgestellt werden. Diese waren mit rund 15% zwischen
Wildtyp- (110,4 £+ 1,8 mm) und homozygot mutierten Tieren (104,1 + 2,0 mm) in etwa mit denen
in Tieren mit B6-Hintergrund vergleichbar.

Um sicherzustellen, dass auch der elektrophysiologische Phénotyp von CDI-
KCNQ2V182M/V182M_Tieren mit dem von mutierten B6-Tieren vergleichbar ist, wurden erncut
Stromklemme-Messungen in Hirnschnitten durchgefiihrt. CAl-Neuronen von Wildtyp-CD1-
Tieren waren demnach bei einem applizierten Strom von 100 pA, mit durchschnittlich 4,8 + 0,8
Aktionspotentialen, signifikant weniger aktiv als CA1-Neuronen von CD1-KCNQ2V182M/V182M_
Tieren mit 7,5+ 0,5 Aktionspotentialen (Abb. 4.12 C). Der beobachtet Phéanotyp von CD1-
KCNQ2N™134_Tieren war also mit dem der KCNQ2V™1%4_Tiere vor einem B6-Hintergrund
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Abbildung 4.12: Phiinotyp der CD1-KCNQ2N™1% _Miuse. Dargestellt sind Gewicht (A)
und Korpergrofie (B) von Wildtyp- (47,9 £2,5g, 110,4 + 1,8 mm, n=5), heterozygoten (48,2 +22g,
108,3 £ 1,4mm, n=8), und homozygot mutierten (41,5+28¢g, 104,1+20mm, n=8) CDI-
KCNQ2N™134_Tieren. Weiterhin sind die durchschnittliche Anzahl gefeuerter Aktionspotentiale von CA1-
Neuronen dargestellt, in die ein Strom von 100 pA injiziert wurde (CD1-KCNQ2V!82M/VI82M, 7 5 40 5
Aktionspotentiale, n= 8 Zellen aus 2 Tieren; CD1-KCNQ27/*: 4,8 4+ 0,8 Aktionspotentiale, n= 6/2) (C).
(D) zeigt die Uberlebensrate nach etwa einem Jahr, von Tieren ab einem Alter von ca. vier Wochen aller
drei Genotypen der Linie CD1-KCNQ2N™154,

vergleichbar.

Da CD1-KCNQ2V182M/V182M_Tiere aufgrund groBerer Wiirfe in ausreichender Zahl zur Verfii-
gung standen, konnten Verhaltensanalysen aller drei Genotypen durchgefiihrt werden. So wurden
in einer weiteren Versuchsreihe Tiere aller drei Genotypen analysiert. Im Open Field-Test machte
sich dabei eine erhohte Aktivitdt homozygot mutierter Tiere bemerkbar, wihrend sich hetero-
zygote normal verhielten (Abb. 4.13 A). Besonders in den ersten fiinf Minuten des Testlaufes
legten homozygot mutierte CD1-KCONQ2V182M/V1S2M_Tiere mit 31,3 4 3,8m eine hoch signifi-
kant langere Strecke zuriick als Wildtyptiere mit 17,3 + 0,6 m. In den zweiten fiinf Minuten war
dieser genotypabhéngige Unterschied noch sehr signifikant.

Das im Water Maze-Test untersuchte raumliche Langzeitgedachtnis war hingegen nicht
von den Genotypen der Linie CD1-KCNQ2V™13 abhingig (Abb. 4.13 B). So war die Prife-
renz fiir den Zielquadranten von homozygot (49,5 + 7,4 %) und heterozygot mutierten Tieren
(39,2 + 3,3 %) statistisch nicht von der der Wildtyptiere (49,1 £+ 5,6 %) unterscheidbar.

Das Arbeitsgedéchtnis von Tieren, die die Mutation KCNQ2V!%*M trugen, schien hingegen

55



4 Ergebnisse

A B
407 701
A | oxx g 60 -
S = J
8 | g 40'
7 s 304
> 20. - I
K =¢. ; 5 20- i " ]
=)
-, << 104
0 T T T 1 O Ll T T 1
5 10 15 20 & N & .
7 X O S
Zeit (Minuten) QQ’& A & Vv
1€ Quadrant
C
40 - 30+
3
S 1 g 254 %
€ 30+ I = :
< € 20 |
5 I g I
c % I
& 201 I l > 15+ :
5] £ |
g E 101
S 10 £
.§1 w5
w
0 1 0 !
D
1001 201
> X% %
X
~ *
£ 801 I — 151
< 1 “ ]
o I c
: ; z ]
¢ * o 10- | I
L 404 s 1
© =
2 3 s
S 20-
£
w
0 1 0 1
— CD1-KCNQ2¥* — CDI1-KCNQ2182w+ —— CD1-KCNQ2V1s2mnism

Abbildung 4.13: Aktivitdt, Erkundungsverhalten und Arbeitsgedidchtnis von mutierten
CD1-KCNQ2N™1% _Mi#usen wiesen Verinderungen auf. Dargestellt sind verschiedene verhal-
tensanalytische Untersuchungen von CD1-KCNQ2VN™/1% Tieren aller drei Genotypen (n= 6-7 pro Ge-
notyp). (A) zeigt die zuriickgelegte Strecke von CDI1-KCNQ2*/*-, CD1-KCNQ2V!%*M/+ und CDI-
KCNQ2V182M/VI82M_\susen im Open Field. In (B) ist fiir den Water Maze-Test die relative Auf-
enthaltsdauer im Zielquadranten des Lern-Testlaufes dargestellt (CD1-KCNQ2*/#: 49,1 + 5,6 %, CD1-
KCNQ2V182M/+:39 2 4+ 3 3%, CD1-KCNQ2V!82M/VI82M: 49 5 4 7 4 %). Das Verhalten im Elevated Plus
Maze wurde durch die prozentualen Eintritte in einen offenen Arm (CD1-KCNQ2/*: 24,54 6,8 %,
CD1-KCNQ2YV182M/+: 20,9 + 6,0 %, CD1-KCNQ2V!82M/V1s2M. 31 3 + 6,0 %) und die Gesamtzahl aller
Armeintritte (CD1-KCNQ2%/*: 12,341,6, CD1-KCNQ2V!%*M/+. 17,042,1, CD1-KCNQ2"!82M/V182M,
20,74+1,7) beschrieben (C). Fiir den Y Maze-Test sind die Alternierungsrate (CD1-KCNQ2*/*:
75,0 + 2,6 %, CD1-KCNQ2V'5?M/+. 658 +3,8%, CDI-KCNQ2VI82M/VIS2M. 59 7492 5%) und die
durchschnittliche Zeit pro Arm (CDI1-KCNQ2*/*: 11,94 1,6s, CDI-KCNQ2V'82M/+. 11,14 1,85,
CD1KCNQ2V182M/V182M. g 4 4 1 1) angegeben (D).
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beeintrachtigt zu sein (Abb. 4.13 D). Wéhrend alle Mause vergleichbar viel Zeit in einem
Arm verbrachten ((Abb. 4.13 D) rechts), war die Rate, mit der homozygot mutierte CD1-
KCONQ2V182M/VIs2M_Tiere den jeweils neuen Arm betraten (52,7 + 2,5 %), hoch signifikant ge-
ringer, als die der Wildtyptiere (75,0 + 2,6 %) ((Abb. 4.13 D) links). Heterozygote Mause unter-
schieden sich mit 65,8 + 3,8 % immer noch signifikant von den Wildtyptieren. In den vorherigen
Versuchen mit Tieren mit B6-Hintergrund, war in diesem Test noch kein Unterschied fiir he-
terozygote Tiere feststellbar gewesen (Vgl. Abb. 4.10 A).

In weiteren Untersuchungen wurde mit Hilfe des Flevated Plus Maze das Erkundungsverhalten
der Tiere analysiert. In diesem Test hatten die vorhergehenden Versuche eine leichte aber si-
gnifikante Verringerung der Gesamt-Armeintritte von heterozygoten KCNQ2V52M/*_Tieren im
Vergleich zu Wildtyp B6-Tieren gezeigt (Vgl. Abb. 4.9 A). Dies lie§ auf eine verringerte Grund-
aktivitiat heterozygot mutierter Tiere schliefen. In den Versuchen mit den CD1-KCNQ2N™1%4.
Tieren zeigte sich jedoch, dass die Zahl der Gesamt-Eintritte fiir homozygot mutierte Tiere mit
20,74+1,7, im Vergleich zu der von CD1-Wildtyptieren (12,3+1,6) sehr signifikant erh6ht war
(Abb. 4.13 C). Die Werte der heterozygoten Tiere lagen mit 17,04+2,1 Gesamteintritten inter-
medidr zwischen denen der homozygoten Tiere. Sie waren damit ebenfalls, wenn auch nicht
statistisch signifikant, im Vergleich zu den Wildtyptieren leicht erhéht. Die Ergebnisse dieses
Tests widersprachen also denen der zuvor durchgefithrten Studien in B6-Tieren. Die Rate der
Eintritte in einen offenen Arm war auflerdem nicht genotypabhéngig und liefl somit keine Schliis-

se iber ein verandertes Verhalten zu.

4.9 Die Netzwerkaktivitat im Hippocampus von
KCNQ2V182M/VI82M_Mzusen war erhoht

Um zu untersuchen, wie sich die erhdhte neuronale Erregbarkeit auf die neonatale Netzwerkakti-
vitat in Hippocampus und Cortex auswirkte, wurden in vivo-Ableitungen in homozygot mutier-
ten KCNQ2V182M/VISZM_ ynd CD1-KCNQ2V182M/VI82M Tieren durchgefithrt und mit entspre-
chenden Wildtyp-Kontrolltieren verglichen. Dafiir wurden ebenfalls Tiere zweier Hintergriinde
verwendet, da aufgrund der hohen Sterblichkeit nicht geniigend KCNQ2V!82M/VI52M_\[5use zur
Verfiigung standen. In den folgenden Experimenten konnte aber kein Effekt der Hintergrundlinie
auf die untersuchten Ereignissen beobachtet werden (nicht gezeigt). Daher wurden die Daten
zusammengefasst ausgewertet.

Verwendet wurden lineare 16-Kanal-Siliziumelektroden mit einem Kanalabstand von 100 pm.
Eine Elektrode befand sich dabei im visuellen Cortex, die andere im Hippocampus. Die ver-
wendeten Tiere waren in einem Alter von P6-P7 und wurden im wachen Zustand abgeleitet.
Da im Alter von P6/P7 die Augen noch geschlossen sind, besteht die im visuellen Cortex V1
gemessene Aktivitdt im Wesentlichen aus intrinsisch im Cortex generierter bzw. durch spontane
Calciumwellen in der Retina getriggerte Aktivitét [53].

Im Hippocampus konnten zwei charakteristische Aktivitadtsmuster festgestellt werden. Zum

Einen sogenannte Sharp Waves, die eine Phasenumkehr in der Pyramidenzellschicht von CA1

o7



4 Ergebnisse

—
m
el

CSD Farb-CSD LFP mit CSD

s
-

Kanal

i

e
B

LFP Spektrum (Kanal 28)

0 01 020 01 020 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

Zeit (s) Zeit (s)
SPW Rate SPW Amplitude SRO Rate SRO Lange
0,6 1 [ =7 2,5
08 0,8 a 2’
N 04 E gi E 0.6 § 15
0,2 , =04 8 1
0.2 02 05
0 ="p6 P7 ° b6 p7 0= p7 °~"ps P7
—— KCNQ2++ —— KCNQ2V182mm182m

Abbildung 4.14: Fiir die Mutation KCNQ2"'%’°M homozygote Miuse zeigen eine erhShte
hippocampale Netzwerkaktivitdt. Abgebildet sind Beispiele einer Sharp Wave (SPW) (A) und einer
Stratum Radiatum Oscillation (SRO) (B), jeweils in unterschiedlichen Darstellungen des lokalen Feldpo-
tentials sowie der Current Source Density (CSD) eines Wildtyp-Tieres. (C) zeigt die Quantifizierung von
Rate und Amplitude, bzw. Rate und Linge der detektierten Ereignisse (KCNQ2*/*: P6 n=4, P7 n=4;
KCNQ2V182M/VI8ZM, P n—=5 PT7 n=4).

aufwiesen (Abb. 4.14 A). Zum Anderen kurze Oszillationssequenzen von 15-30 Hz (Abb. 4.14
B) im Bereich des Stratum Radiatum. Dieser Frequenzbereich entspricht dem von Beta-
Oszillationen. Ahnliche Oszillationen wurden schon als Stratum Radiatum Oszillationen (SRO)
bezeichnet [87]. Beschrieben wurden vergleichbare Aktivitdtsmuster vorwiegend in Ratten [79],
aber auch schon in Gehirnen von Méusen [78]. Die Analyse der Stromquellendichte (Current-
Source-Density (CSD)) offenbarte sowohl fiir Sharp Waves, als auch fiir SRO’s eine Stromsenke
im Bereich des Stratum Radiatum. Beide Aktivitdtsmuster waren genotypunabhéngig sowohl
in (CD1-) KCNQ2VI82M/VISZM_ " a1g auch in Wildtypméusen zu finden (Abb. 4.14 C). Die Rate
und die Amplitude mit der Sharp Waves auftraten unterschied sich dabei nicht in M&usen un-
terschiedlicher Genotypen und auch nicht in Mausen unterschiedlichen Alters. SRO’s hingegen
traten in sechs Tage alten (CDl—)KCNQQVJ‘%M/ VIS2M_\zusen signifikant haufiger auf, als in
sechs Tage alten Wildtyptieren (Abb. 4.14 C Mitte rechts). Einen Tag spéter, im Alter von P7
war dieser Unterschied nicht mehr zu detektieren. Die Lange der SRO’s war in allen Tieren
beider Genotypen vergleichbar und altersunabhéngig.

Im visuellen Cortex konnten Aktivitdtsmuster detektiert werden, die ebenfalls in neonatalen
Ratten und auch schon in Gehirnen neonataler Méuse gezeigt werden konnten [68, 78]. Dabei

handelte es sich um sogenannte Spindle Burst-Oszillationen, die in den oberen Kanélen der
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Abbildung 4.15: Fiir die Mutation KCNQ2"'%?" homozygote Miuse zeigen keine signi-
fikant verdnderte cortikale Netzwerkaktivitit. Abgebildet sind beispielhaft eine Spindle Burst-
Oszillation als Current Source Density (CSD) (A), sowie als lokales Feldpotential im Frequenzspektrum
dreier Kanéle (B) und in einfachen Spuren mehrerer Kanéle (C). (D) zeigt Beispiele von Slow Activi-
ty Transients-Ereignissen (SAT’s), (E) die Quantifizierung aufgetretener Spindle Burst-Oszillation und
SAT’s (KCNQ2*/*: P6 n=4, P7 n=4; KCNQ2V182M/V182M. pg n—5 P7 n=4). Alle Beispiele stammen
aus Wildtyptieren.

Cortexelektrode aufgezeichnet wurden, also im Oberflichenbereich des Cortex zu verorten waren
(Abb. 4.15 A-C). Auch diese Oszillationen wiesen Frequenzen im Beta-Bereich (10-30 HZ) auf.
Die Lange der beobachteten Ereignisse lag dabei im Bereich mehrerer Sekunden (Abb. 4.15 E).
Eine weitere Art elektrischer Aktivitat, die auch im visuellen Cortex V1 von Ratten gezeigt
werden konnte, sind die sogenannten Slow Activity Transients (SAT’s) [125, 139]. Auch diese
Aktivitdtsmuster konnten in den untersuchten Gehirnen detektiert werden (Abb. 4.15 D), und
auch in einem anderen Mausmodell konnten diese bereits beschrieben werden [78]. Fiir simtliche
im Cortex detektierten Ereignisse lieflen sich allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen
den untersuchten Genotypen feststellen. Lediglich die Rate mit der Spindle Bursts auftreten,
schien im Trend in (CD1-) KCN Q2V182M/V182M_Tieren im Vergleich zu Wildtyptieren geringer

ZU sein.

4.10 Retigabin fiihrte zu einer erhohten Offenwahrscheinlichkeit von

heteromeren Ky7.2/7.3-Kandlen

Es konnte gezeigt werden, dass heteromere Ionenkanéle aus Ky/7.2- und Ky 7.3-Untereinheiten
erst bei hoheren Membranpotentialen gedffnet werden, wenn sie Untereinheiten welche die Mu-
tation KCNQ2"8?M tragen enthalten. Ein gegenliufiger Effekt, also eine Verschiebung der Ak-
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tivierung zu hyperpolaren Membranpotentialen, kann durch Applikation des selektiven Kanal-

aktivators Retigabin erreicht werden [117].
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Abbildung 4.16: Die Aktivierung von Ky 7.2/7.3-vermittelten Stromen in Xenopus lae-
vis-Oocyten wurde durch die Zugabe von Retigabin verschoben. Unter Anwesenheit von
10pM Retigabin wurden mit Hilfe eines M-Kanal-aktivierenden Spannungsprotokolls (A) Ky7.2/7.3-
vermittelte Stréme verschiedener Untereinheitenverhéltnisse induziert (B). Dargestellt sind die abso-
luten Stromamplituden unter Retigabin-, sowie unter Normalbedingungen (C) (n= 10 pro Gruppe).
Auflerdem die normierten Strom-Spannungskurven mit dem gemittelten Fit der nicht normierten Ein-
zelfits, ebenfalls unter Retigabin- und Normalbedingungen (D) (n=10 pro Gruppe). (E) zeigt die
mittleren Vso-Werte der Einzelplots (Ky7.2/7.3: —55,3 £ 1,7mV, Ky7.2/7.2V18M /7.3 533+ 1,5mV,
Ky7.2V18M /73 4894+ 1,3mV).

Fihrt man also die bereits beschriebenen Messungen in Oocyten durch, denen zuvor cRNA
von KCNQ2 und KCNQS3 injiziert wurde, kann man durch Zugabe von 10 pM Retigabin in die
Badlosung eine Offnung der Kanile bewirken. So wurden unter Bedingungen mit Retigabin,
bei Anlegen der gleichen Spannungsprotokolle, in allen drei Kanalzusammensetzungen héhere
Strome gemessen (Abb. 4.16 B vgl. Abb 4.3 B).

Der Vergleich der unter Retigabin gemessenen Stromamplituden mit den ohne Retigabin auf-
genommenen zeigte, dass die Kanéle genotypunabhéngig frither 6ffneten, und so bei negativer-

en Membranpotentialen bereits hohere Stromamplituden aufwiesen (Abb. 4.16 C). So zeigte
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der Wildtypkanal bei -60 und —50mV eine signifikante Erhohung der Stromamplitude durch
Retigabin (Abb. 4.16 C links). Fiir den mutierten Kanal traf dies auch noch bei —40mV zu
(Abb. 4.16 C rechts). Am stérksten war der Effekt in Kanélen, die sowohl die mutierte, als
auch die Wildtypform von Ky 7.2 enthielten (Abb. 4.16 C mittig). Hier war der Anstieg der
Stromamplitude bereits ab —70 mV sehr signifikant. Die absoluten Werte bei —60 mV waren mit
9,2 + 1,9 pA fir Wildtyp-, 7,3 & 1,2 pA fiir heterozygote und 3,8 £+ 0,8 pA fiir homozygot mutier-
te Kanéle rund zehnmal so hoch wie die ohne Retigabin gemessenen (Ky7.2/7.3: 1212 + 275 %,
Ky7.2/7.2V182M /7.3 1114 + 194 %, Ky7.2V182M /7.3: 923 4+ 216 %). Verglich man auBerdem die
Stromamplituden des mutierten Kanals unter Retigabinbedingungen mit denen des Wildtyp-
kanals unter Normalbedingungen, wurde deutlich, dass bei —60mV die Stromamplitude des
Wildtypkanals signifikant um 502 £ 129 % {ibertroffen wird (Abb. 4.16 C Fenster). In allen drei
Graphen in Abb. 4.16 C ist jedoch auch zu erkennen, dass sich die Maximalamplituden unter Re-
tigabinbedingungen denen ohne Retigabin anndherten. Eine Vergroflerung des Maximalstroms
konnte durch Retigabin demnach nicht erreicht werden.

Da die Offenwahrscheinlichkeit der Kanéle bei Anwesenheit von Retigabin bereits bei niedrige-
ren Membranpotentialen relativ hoch war, verschob sich folglich auch die Aktivierungskurve des
Kanals in Richtung negativerer Membranpotentiale (Abb. 4.16 D). So war der Vs in allen drei
Kanalvarianten rund 20 mV kleiner, wenn man Retigabin hinzugab (Abb. 4.16 E) (Verschiebung
im Vergleich zu Messungen ohne Retigabin: Kv7.2/7.3: —20,6 £2,9mV, Ky7.2/7.2V182M /7.3
—21,40 + 2,59 mV, Ky7.2V182M /7.3. 21,1 +£1,9mV) . Mit —48,9mV war der Vso-Wert des ho-
mozygot mutierten Kanals aber immer noch signifikant kleiner, als der des Wildtypkanals mit

—55,3mV. Die Differenz von 6,4 + 3,0 mV war mit der unter Normalbedingungen vergleichbar.

4.11 In CA1-Neuronen von KCNQ2V"134_M3iusen bewirkte
Retigabin eine erhohte M-Strom-Amplitude und eine reduzierte
Erregbarkeit

In elektrophysiologischen Untersuchungen in Xenopus laevis-Oocyten konnte ein Effekt von
Retigabin auf den mutierten Kanal gezeigt werden. Diese Ergebnisse legten nahe, dass auch
in CA1-Neuronen die reduzierten M-Strom-Amplituden wiederhergestellt werden kénnten. Um
dies herauszufinden, wurde auch in den bereits beschriebenen Patchclamp-Versuchen in CAl-
Neuronen 10 pM Retigabin in die Badlésung appliziert. Danach wurde ein leicht modifiziertes
Spannungsprotokoll verwendet (Abb. 4.17 A).

Die Zellen wurden auf ein Membranpotential von —90mV geklemmt, um zu gewéhrleisten,
dass zu Beginn alle M-Kaniéle auch unter Retigabinbedingungen geschlossen waren. Die Anzahl
der Pulse blieb gleich, weshalb auch der Maximalpuls 10 mV niedriger war, als in den vorherigen
Messungen.

Verglichen mit den vorherigen Stromamplituden waren auch in Hirnschnitten die Amplituden
unter Retigabinbedingungen erhéht (Abb. 4.17 B). So zeigten heterozygot und homozygot mu-

tierte Zellen ab einem Aktivierungspuls von —60 mV eine signifikant erhohte Stromamplitude,
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Abbildung 4.17: Die M-Strom-Aktivierung in CAl-Neuronen von Maiusen der Linie
KCNQ2N™1% wurde durch die Zugabe von Retigabin verschoben. Unter Anwesenheit von
Retigabin wurden mit Hilfe eines M-Kanal-aktivierenden Spannungsprotokolls (A) in CA1l-Neuronen von
Méusen der drei Genotypen Strome induziert (B). Dargestellt sind die absoluten Amplituden XE991-
subtrahierter Stréme unter Retigabin- und Normalbedingungen (C) (KCNQ27/*: 8 Zellen aus 5 Tie-
ren, KCNQ2V182M/+. 83 KCNQ2V!182M/V1s2M. g /4) Abgebildet sind weiterhin die normierten Strom-
Spannungskurven mit dem gemittelten Fit der nicht normierten Einzelfits (D) (n= 8/5, 7/3, 8/4), ebenfalls
unter Retigabin- und Normalbedingungen. (E) zeigt die mittleren V5o-Werte der Einzelplots (KCN: Q2t/*:
—60,3 +0,9mV, KCNQ2V!8M/+. _57.0+1,7mV, KOCNQ2V!52M/VI82M, _573 4 1 7mV).

Wildtypzellen sogar schon ab —70mV (Abb. 4.17 C). Die absoluten Amplituden (KCNQ2*/*:
0,20 £ 0,05nA, KCNQ2V152M/*. 0,154 0,08nA, KCNQ2VI8?M/VIs2M, (12 4+ (,05nA) unter-
schieden sich auch hier um ein Vielfaches von den unter Normalbedingungen gemessenen
(KCNQ27/*: 1266 + 344 %, KCNQ2VI82M/+: 414 4 241 %, KCNQ2VI82M/VI82M. 1939 4 544 %).
Aber auch eine Anndherung der Amplituden bei weniger negativen Membranpotentialen war zu
erkennen.

Auflerdem war im Bereich zwischen -60 und —40mV die M-Strom-Amplitude in mutierten
Zellen unter Retigabinbedingungen signifikant héher, als in Wildtypzellen unter Normalbedin-
gungen (Abb. 4.17 C rechts). Wihrend die Amplitude in Zellen aus KCNQ2V182M/VI82M_\[5usen
unter Retigabinbedingungen bei —60 mV 781 + 329 % des normalen M-Stromes ausmachte, war
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aufgrund der Anndherung beider Kurven bei —30mV kein statistisch relevanter Unterschied
mehr feststellbar.

Verglich man nun auch hier die normierten Strom-Spannungskurven, wurde deutlich, dass
diese unter Retigabin sowohl in Zellen aus KCNQ2'/7*-, als auch KCNQ2V!52M/*. und
KCNQ2V182M/V182M \[5usen, stark in den negativen Bereich verschoben waren (Abb. 4.17
D). Der Unterschied betrug —34,6 +2,5mV fiir Wildtyp-, —24,1 +£3,4mV fiir heterozygote
und —36,4 + 3,1 mV fiir homozygot mutierte Zellen, und war bei allen drei Genotypen hoch
signifikant (Abb. 4.17 E). Hatten die Messungen in CA1l-Neuronen heterozygoter Tiere ohne
Retigabin noch unerwartet negativ verschobene Strom-Spannungskurven ergeben, lagen die un-
ter Retigabinbedingungen aufgenommenen wieder wie erwartet im Bereich zwischen denen der
homozygoten Neuronen. Der Vzo-Wert lag sogar gleichauf mit dem der homozygot mutierten
Zellen.

Da die Applikation von Retigabin zuverlassig und genotypunabhéngig zu einer Amplifikation
des M-Stromes in CAl-Neuronen fiihrte, war anzunehmen, dass auch die Erregbarkeit dieser

Zellen durch Retigabin beeinflusst werden wiirde.
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Abbildung 4.18: Retigabin reduzierte die Erregbarkeit von CAl-Neuronen in Hirnschnit-
ten von KCNQ2N™13%4_Mzusen. In gepatchte CAl-Neuronen wurden unter Anwesenheit von Reti-
gabin in der Badlosung Strome unterschiedlicher Stéarke injiziert (C). Gezeigt sind Beispielspuren der
drei Genotypen (A) bei unterschiedlichen Stromstérken, sowie die durchschnittliche Anzahl von ausge-
l6sten Aktionspotentialen in Abhingigkeit der angelegten Stromstirke (B) (KCNQ2%/*: 23 Zellen aus
6 Tieren, KCNQ2V182M/+. 16/5, KCNQ2V152M/V182M. 93 /G). Weiterhin sind das durchschnittliche Ru-
hemembranpotential und der Eingangswiderstand der untersuchten Zellen angegeben (D) (KCN Q21/+:
—68,04+0,3mV, 74,4 + 7,8MQ; KCNQ2VI82M/+. 66,5+ 0,5mV, 74,4 + 5 7MQ; KCNQ2V182M/V182M,
—66,4 +0,3mV, 98,2 + 6,2 MQ).
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Es wurden unter Stromklemme-Bedingungen Messungen ohne Zugabe von TTX unter Zu-
gabe von 10 uM Retigabin durchgefiihrt. Es musste weit mehr Strom injiziert werden um Ak-
tionspotentiale auslosen zu konnen, also ohne Retigabin. In dem verwendeten Protokoll wur-
den folglich doppelt so hohe Strome appliziert wie in den Messungen ohne Retigabin (Abb.
4.18 C). Die Anzahl der ausgelosten Aktionspotentiale war bei allen drei Genotypen durch
Retigabin stark reduziert (Abb. 4.18 A). Verglich man die Zellen der drei Genotypen jedoch
untereinander, waren auch unter Retigabinbedingungen die genotypabhéngigen Unterschiede
in der Erregbarkeit deutlich zu erkennen (Abb. 4.18 B). So unterschied sich die Anzahl der
durch Strompulse zwischen 100 und 200 pA ausgelésten Aktionspotentiale in KONQ2*/*- und
KCNQ2V182M/V182M \[5usen hoch signifikant voneinander. Durch einen Strompuls von 200 pA
wurden so in Wildtyp- 1,30+0,20, in heterozygoten 1,6940,18 und in homozygot mutierten
Zellen durchschnittlich 2,22+0,17 Aktionspotentiale ausgelost.

Das Ruhemembranpotential der untersuchten Zellen war ebenfalls bei Zellen aller Genotypen
stark abgesenkt (Abb. 4.18 D links vgl. Abb. 4.5 D links). Bei Neuronen aus KCNQ2*/*-
Mé&usen war die retigabinabhédngige Verschiebung mit rund —6,3 + 0,6 mV jedoch am stéarksten
(KC’NQQV]‘?QM/’L: 3,84+ 1,0mV, KONQ2VIs2M/VISZM. 4 8 + ()7 mV). Unter Retigabinbedingun-
gen unterschied sich das Ruhemembranpotential der Wildtypzellen sehr signifikant von dem
heterozygoter und homozygot mutierter Zellen.

Der Eingangswiderstand wurde ebenfalls in Neuronen aller drei Genotypen durch die Zugabe
von Retigabin stark abgesenkt (Abb. 4.18 D rechts vgl. Abb. 4.5 D rechts). Der von Zellen aus
KCNQ2V182M/VISZM_\[5usen war jedoch auch nach Applikation von Retigabin mit nun 74,4 MQ
am niedrigsten, und unterschied sich signifikant von dem heterozygoter und Wildtypneuronen.
Mit einer Verschiebung um 210,3 4+ 30,7 M) war diese fiir KCN Q2V182M/V182M Neyronen damit
am groBten (KCNQ27/*: 186,5 + 21,6 MQ, KCNQ2V'82M/+: 163,3 + 15,1 MQ).

4.12 Die neonatale Behandlung mit Retigabin beeinflusste die
Uberlebensrate und den Entwicklungsphanotyp homozygoter
KCNQ2V182M/VI82M_Mzuse positiv, Bumetanid hatte Einfluss

auf das Uberleben

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Kaliumkanal Kx/7.2
durch die Mutation KCNQ2"8*M eine spannungsverzogerte Aktivierung aufwies. Es konnte in
in vitro-Experimenten gezeigt werden, dass sich die Leitfdhigkeit des mutierten Kanals bei niedri-
geren Membranpotentialen durch Applikation des selektiven M-Kanal-Offners Retigabin wieder
verbessern lisst. Dadurch wurde im Hirnschnitt die Ubererregbarkeit mutierter CA1-Neuronen
wieder reduziert. Um die Moglichkeit einer pharmakologischen Behandlung des beobachteten
epileptischen Phénotyps zu untersuchen, wurden Behandlungsstudien durchgefiihrt, bei denen
neugeborene Tiere der Linie KCNQ2N™1%4 postnatal von P1 bis P14 mit Retigabin behan-
delt wurden. Die eingesetzte Tagesdosis orientierte sich dabei an der fiir Patienten empfohlenen

Hochstdosis von 1200mg/Tag [30]. Eingesetzt wurden 2x téglich 10 mg/kg Koérpergewicht.
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Als weitere, potentiell antiepileptisch wirkende Substanz wurde einer weiteren Gruppe von
Tieren iiber den gleichen Zeitraum 2x téglich 0,1 mg/kg Korpergewicht Bumetanid injiziert.

Verglichen wurden beide Gruppen mit einer vehikelbehandelten Kontrollgruppe.
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durchschnittliche Wurfgroe (n) 74
Wiirfe ohne KCNQ2"'82MVig2M Nachkommen 42%
gefressene oder tote Wiirfe 14%

Abbildung 4.19: Nachkommen von heterozygoten Verpaarungen in der Linie KCNQ2VN™/1%4
wiesen bereits einen Tag nach der Geburt einen genotypabhingigen Gewichtsunterschied
auf. Dargestellt sind die Genotypverteilung der fiir die postnatale Behandlung eingesetzten Mause (A)
(n= 422), sowie deren durchschnittliches Gewicht an P1 (B) (KCNQ27/*: 1,47 + 0,02 g, KCNQ2V152M/+.
1,434 0,01g, KCNQ2V182M/VIS2M. 1 39 4 (,02g). Weiterhin sind die durchschnittliche WurfgréBe (n
=57) und der Anteil an Wiirfen angegeben, die gefressen wurden oder keine homozygot mutierten Tiere
enthielten (C).

Auch die in dieser Studie untersuchten Tiere stammten aus Wiirfen heterozygot verpaarter
KCNQ2N™134 Mzuse. Die Genotypverteilung innerhalb der Wiirfe entsprach in etwa der bereits
beschriebenen (Abb. 4.19 A). Bei einer durchschnittlichen Wurfgréle von 7,4 Tieren trugen
im Durchschnitt 16,6 % die Mutation in beiden Allelen. Auch der Anteil an heterozygoten und
Wildtyptieren variierte mit 55,4 bzw. 28,0 % nur leicht. Allerdings konnte auch festgestellt wer-
den, dass ein Teil der fehlenden Differenz von den beobachteten 16,6 % zu den nach Mendel
erwarteten 25 % KCNQ2V182M/V182M_Tiere darauf zuriickzufiihren war, dass in 42 % der Wiirfe
iiberhaupt keine KCNQ2V152M/V182M_Tiere zu finden waren (Abb. 4.19 C). Auferdem waren an
P1 bereits 14 % aller Wiirfe tot.

Schon am ersten Tag nach der Geburt bestand ein genotypabhéngiger Gewichtsunterschied
(Abb. 4.19 B). Einen Tag alte KCNQ2*/*-Tiere wogen durchschnittlich 1,47 g, wéihrend
KCNQ2V182M/VISZM Tiere mit 1,39g nur 95+ 3% des Normalgewichts wogen. Heterozygo-
te Méuse lagen mit 1,43 g und 97 + 2% dazwischen und unterschieden sich nicht statistisch
relevant von einer der beiden anderen Gruppen.

Der Behandlungserfolg sollte im Folgenden an der Sterblichkeit, aber auch an der Gewichts-

entwicklung der untersuchten Tiere festgestellt werden.
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Die Sterblichkeit der KCNQ2V182M/VIS2M_  yerglichen mit KCNQ2V152M/*_ und KCNQ21/*-
Tieren in der vehikelinjizierten Gruppe war deutlich erhoht (Abb. 4.20 A). Nach zwei Wochen
waren so etwa 27 %, nach acht Wochen 60 % der homozygot mutierten Méuse gestorben. Auch
einige heterozygote und Wildtyptiere starben in den ersten Tagen, die Uberlebensrate stabi-
lisierte sich jedoch in beiden Gruppen bei 0,92 bzw. 0,95. Statistisch unterschieden sich die
Uberlebensraten von KCNQ2V!52M/+ ynd KCNQ2*/*-Tieren nicht, wihrend der Unterschied
zwischen KCNQ2V182M/V182M \[5usen und den beiden anderen Gruppen auf den Gesamtzeit-
raum von acht Wochen bezogen, hoch signifikant war. Auch nach den ersten zwei Wochen waren

diese Unterschiede bereits statistisch feststellbar.
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Abbildung 4.20: Die postnatale Behandlung mit Retigabin oder Bumetanid beeinflusste
die Sterblichkeit von Jungtieren der Linie KCNQ2N™1%  Dargestellt sind die Uberlebensraten
nach Kaplan-Meyer der vehikel- (A) (KCNQ2*/*: n= 21, KCNQ2V'52M/+: n= 41, KCNQ2V!82M/V182M,
n= 22), retigabin- (B) (n= 15/39/20), und bumetanidbehandelten (C) (n= 12/23/13) Gruppen. (D)
zeigt die direkte Gegentiberstellung vehikelbehandelter Wildtyptiere und der unterschiedlich behandelten
KCNQ2V182M/V182M_\[5use. Die statistischen Analysen wurden jeweils fiir die ersten 14 d (Behandlungs-
zeitraum) und fiir den Gesamtzeitraum von 56 d durchgefiihrt.

Bei Betrachtung der Uberlebensraten der mit Retigabin behandelten Gruppen fiel eine deut-
lich erhohte Letalitit von KCNQ2*/*-Tieren auf (Abb. 4.20 B). Bereits nach den ersten fiinf
Tagen waren 47 % von ihnen verstorben. Die KCNQ2V182M/V182M_ \[5yse hingegen iiberlebten

wie die heterozygoten Tiere in den ersten drei Wochen zu 90 %. Erst dann starben langsam
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einzelne Tiere bis nach acht Wochen ein Niveau von rund 68 % erreicht war. Statistisch un-
terschieden sich die Uberlebensrate von KCNQ2V182M/VI82M_\[5usen jedoch nicht von der von
KCNQ2V182M/+_Tieren. Lediglich die Wildtyptiere unterschieden sich aufgrund der stark redu-
zierten Uberlebensrate nun signifikant von den beiden anderen Gruppen.

Bumetanid hatte ebenfalls einen positiven Effekt auf die Uberlebensrate von
KCNQ2V182M/V182M Tieren. So unterschieden sich alle drei mit Bumetanid behandelten Grup-
pen nach den ersten zwei Wochen nicht signifikant voneinander und wiesen mit 1,0 fiir die
Wildtyp-, 0,96 fir die heterozygoten, und 0,92 fiir die homozygot mutierten Tiere, vergleichbare
Uberlebensraten auf (Abb. 4.20 C).

Erst zum Ende der beobachteten Periode von acht Wochen starben etwa 31% der
KCNQ2V182M/V182M \[5use, wihrend die Uberlebensraten der anderen beiden Gruppen konstant
blieben. Uber den gesamten Zeitraum von acht Wochen gab es daher einen statistisch relevanten
Unterschied zu KCNQ2V'82M/+ und KCNQ2*/*-Tieren, der jedoch wesentlich geringer war, als
der zwischen den vehikelbehandelten Gruppen (Vgl. Abb. 4.20 A).

Verglich man nun die verschieden behandelten Gruppen KCNQ2V!82M/VI82M_\[5use unter-
einander, lief} sich kein signifikanter Behandlungseffekt auf die Uberlebensrate feststellen (Abb.
4.20 D). Allerdings lieBen sich nach den ersten zwei Wochen weder die mit Retigabin, noch die
mit Bumetanid behandelten KONQ2V182M/VISZ2M_\[5use von der vehikelbehandelten Wildtyp-
gruppe unterscheiden. Auch iiber den Gesamtzeitraum fiel dieser Unterschied deutlich geringer
aus, als innerhalb der vehikelbehandelten Gruppen (Vgl. Abb. 4.20 A).

Es konnte also nachgewiesen werden, dass sowohl Retigabin als auch Bumetanid einen posi-
tiven Effekt auf die Uberlebensraten von KCNQ2V152M/VISZM_\[5usen hatten. Retigabin hatte
zusitzlich einen negativen Effekt auf die Uberlebensrate von KCNQ27/*-Tieren.

Uber einen Zeitraum von acht Wochen wurde das Gewicht der behandelten Tiere aufgezeich-
net. In den ersten zwei Wochen téglich, danach wochentlich. Die Daten der ersten zwei Wochen
beinhalten dabei sowohl ménnliche, als auch weibliche Tiere, da in diesem Alter keine geschlechts-
abhéngigen Gewichtsunterschiede festgestellt werden konnten (Analyse nicht gezeigt). Die Daten
die sich auf den Zeitraum ab Beginn der dritten Lebenswoche beziehen, wurden nach Geschlecht
getrennt ausgewertet.

Bereits nach sechs Tagen war der Gewichtsunterschied zwischen KCNQ2V182M/VIS2M_ ypq
KCNQ2*/*-Tieren hoch signifikant (Abb. 4.21 A oben). An P14 betrug das durchschnittliche
Korpergewicht der untersuchten Wildtyptiere dann bereits 7,3 £+ 0,2 g, wihrend die homozygot
mutierten Mause erst 4,6 & 0,3 g wogen. Das entspricht einem Anteil von 64 & 7% des Normal-
gewichtes. Die Gewichtsentwicklung heterozygoter Tiere verlief bis zu einem Wert an P14 von
7,1 £ 0,2 g vergleichbar mit der von Wildtyptieren (97 +5%).

Durch die Behandlung mit Retigabin verdnderte sich die Gewichtszunahme von
KCNQ2V182M/VI182M_Tieren dann etwas in Richtung von KCNQ2V82M/* und KCNQ21/*-
Tieren (Abb. 4.21 A Mitte). So war der statistische Unterschied zwischen homozygot mutierten
und Wildtyptieren ab P8 sehr signifikant und erst ab P9 hoch signifikant. Retigabinbehandelte
KCNQ2V182M/V182M_Tiere wogen nach vierzehn Tagen 5,9 + 0,3 g (KC’NQQVJSQM/+: 6,9+0,2g,
KCNQ2/*:72+0,3 g). Das entsprach im Vergleich zu vehikelbehandelten Wildtyptieren einem
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Abbildung 4.21: Die postnatale Behandlung mit Retigabin wirkte sich positiv auf die Ge-
wichtsentwicklung in der Postnatalphase von KCNQ2V18?M/V182M_Tjeren aus. Dargestellt ist
das durchschnittliche Kérpergewicht von P1 bis P14 der unterschiedlich behandelten Gruppen nach Be-
handlungsart (A), bzw. Genotyp (B) getrennt (VEH (KCNQ2*/*: n= 19, KCNQ2V'8?M/+: n= 38,
KCONQ2V182M/VI82M, y— 16), RTG (n= 8/31/18), BUM (n= 12/22/11)). Die Asteriske beziehen sich
auf den statistischen Vergleich zwischen KCNQ2V!82M/V1§2M_ ynd KCNQ21/*-, bzw. vehikel- und reti-

gabinbehandelten KCNQ2V182M/V182M_Tieren.
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Anteil von 80 + 6 % des Normalgewichtes.

Durch die Behandlung mit Bumetanid wurde der Gewichtsunterschied dagegen sogar verstarkt
(Abb. 4.21 A unten). Hier waren KCNQ2V82M/V182M_Tiere bereits an P5 signifikant leichter als
ihre Wildtypgeschwister, an P6 war der Unterschied bereits hoch signifikant. Das durchschnitt-
liche Kérpergewicht von bumetanidbehandelten KCNQ2V182M/V182M_\[5usen betrug nach vier-
zehn Tagen 3,8 +0,2g (KCNQ2V!152M/+: 6.9+ 0,2g, KCNQ2*/*: 75 +0,2g), was 51 = 5% des

Normalgewichtes entsprach.
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Abbildung 4.22: Die postnatale Behandlung mit Retigabin wirkte sich nicht auf die Langzeit-
gewichtsentwicklung von KCNQ2V182M/V1s2M_\[snnchen aus. Dargestellt ist das durchschnitt-
liche Kérpergewicht von Minnchen im Alter von P14 bis P56 der vehikel- (A) (KCNQ2*/*: n= 8,
KCNQ2VI8M/+: n= 14, KCNQ2VI$2M/VI82M, n— 3)  retigabin- (B) (n= 5/16/9), und bumetanidbe-
handelten (C) (n= 6/17/3) Gruppen. (D) zeigt die direkte Gegeniiberstellung der unterschiedlich behan-
delten KCONQ2V182M/VI82M_Tiere, Die Asteriske beziehen sich auf den statistischen Vergleich zwischen
KCNQ2V1s2M/VISZM_ynd KCNQ2*/*-, bzw. vehikel- und bumetanidbehandelten KCNQ2V182M/V182M_
Tieren.

Verglich man die Entwicklungen von Mausen gleichen Genotyps in Hinblick auf die unter-
schiedlichen Behandlungen, wurde deutlich, dass weder Retigabin noch Bumetanid die Gewichts-
entwicklung von KCNQ2V#M/*_. und KCNQ2*/*-Miusen beeinflussen konnte (Abb. 4.21 B
oben und Mitte). Retigabin hatte dafiir bereits an P8 einen positiven Effekt auf das durchschnitt-
liche Korpergewicht von KCNQ2V182M/V182M_Tieren, verglichen mit dem von vehikelbehandelten
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KCONQ2V182M/VIS2M_Tieren (Abb. 4.21 B unten). Ab P10 war dieser Unterschied hoch signifi-
kant. Nach 14d waren retigabinbehandelte KCNQ2V182M/V182M Tiere dann 1,3+ 0,6 bzw.,

gemessen am Normalgewicht, etwa 17 % schwerer als die Méause der vehikelbehandelten Kon-

trollgrupppe.
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Abbildung 4.23: Die postnatale Behandlung mit Retigabin wirkte sich nicht auf die Lang-
zeitgewichtsentwicklung von KCNQ2V152M/V182M_Weibchen aus. Dargestellt ist das durchschnitt-
liche Kérpergewicht von Weibchen im Alter von P14 bis P56 der vehikel- (A) (KCNQ2*/*: n= 4,
KCNQ2VI82M/+. n— 8 KCNQ2VI82M/VIS2M, n— 5) retigabin- (B) (n= 2/15/3), und bumetanidbehan-
delten (C) (n= 11/18/5) Gruppen. (D) zeigt die direkte Gegeniiberstellung der unterschiedlich behan-
delten KCNQ2V182M/V182M_Tiere. Die Asteriske beziehen sich auf den statistischen Vergleich zwischen
KCNQ2VIs2M/VISZM_ ynd KCNQ2*/*-Tieren.

Bumetanid schien dagegen sogar einen negativen Effekt zu haben. Statistisch unterschied
sich das Korpergewicht von bumetanidbehandelten KCNQ2V182M/VI82M_Tieren zwar nicht von
dem vehikelbehandelter Mause, der Unterschied zu Geschwistern die kein mutiertes Allel trugen
wurde jedoch frither manifest (Abb. 4.21 A unten).

In der Langzeitbetrachtung der Gewichtsentwicklung wurden dann die Daten von ménnlichen
und weiblichen Jungtieren getrennt ausgewertet. Weiterhin war sowohl bei Méannchen, als auch
bei Weibchen ein Gewichtsdefizit von KONQ2V182M/VIS2M_Tieren festzustellen (Abb. 4.22 A und
4.23 A). Bei den Weibchen fiel dieses zwar statistisch bedeutsamer aus, in seinem Verlauf ist es

aber geschlechtsunabhéngig.
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Die Behandlung mit Retigabin zeigte keine Verbesserung dieser Entwicklung, weder bei ménn-
lichen (Abb. 4.22 B), noch bei weiblichen Tieren (Abb. 4.23 B). Lediglich der negative Effekt
des Bumetanids konnte weiterhin festgestellt werden (Abb. 4.22 C und 4.23 C). Dieser war bei
den Ménnchen signifikant, sowohl im Vergleich mit vehikelbehandelten KCNQ2V182M/V1s2M_
als auch mit bumetanidbehandelten Wildtyptieren. Bei den Weibchen war zumindest ein Trend
erkennbar.

Beziiglich der Gewichtsentwicklung von KCNQ2V182M/VI182M_N\[5usen konnte also gezeigt wer-
den, dass eine Behandlung mit Retigabin diese widhrend des Behandlungszeitraumes positiv
beeinflusste. Bumetanid hingegen hatte sogar einen leicht negativen Effekt, der sich auch tiber

den Behandlungszeitraum hinaus noch erkennen lief.

4.13 Die zusatzliche pranatale Behandlung von
KCNQ2V182M/VI82M_Mzusen mit Retigabin brachte keinen klar

erkennbaren Nutzen

Da bereits am Tag der Geburt die Genotypverteilung von Nachkommen aus heterozygoten Ver-
paarungen der Linie KCNQ2V™1%4 yersndert war und an P1 bereits genotypabhéngige Gewichts-
unterschiede bestanden, wurde im Folgenden ergédnzend zu der bereits beschriebenen postnata-
len, eine zusétzliche prédnatale Behandlung mit Retigabin oder Bumetanid durchgefiihrt. Dabei
wurde der schwangeren Mutter ab E12 der Wirkstoff oral verabreicht, bevor ab P1 die postnatale
Behandlung wie zuvor durch subkutane Injektionen durchgefiithrt wurde. Die Bumetanidbehand-
lung wurde dabei mit verdoppelter Dosis (2x 0,2 ng/g Korpergewicht téglich) durchgefiihrt, um
positive Effekte zu maximieren. Mit einer identischen Konzentration konnten bereits Tiere eines
anderen Mausmodells fiir neonatale Epilepsien erfolgreich behandelt werden [78].

Betrachtete man zunéchst die Genotypverteilung der unterschiedlich behandelten Gruppen
von Jungtieren, fiel auf, dass generell ein héherer Anteil an KCNQ2V182M/V182M_Tieren vorhan-
den war (Abb. 4.24 A). Die retigabinbehandelte Gruppe wies dabei den exakt gleichen Anteil von
21,2 % an homozygot mutierten Tieren wie die vehikelbehandelte Gruppe auf. Allerdings war
der Anteil an Wildtyptieren von 28,8 % in der vehikelbehandelten Gruppe durch die Behandlung
mit Retigabin auf 23,0 % verringert worden.

Bumetanid wirkte sich dagegen sogar negativ auf den Anteil von KCNQ2V182M/V182M _Tjeren
aus. Thr Anteil fiel durch die Behandlung auf 14,0 % ab.

Der genotypabhéngige Gewichtsunterschied an P1 konnte nicht mehr statistisch signifikant
dargelegt werden (Abb. 4.24 B). Ein Negativtrend bei KCNQ2V152M/V182M_Tieren war jedoch
immernoch zu erkennen, und konnte durch die pranatale Behandlung mit Retigabin oder Bu-
metanid nicht beeinflusst werden.

Die durchschnittliche WurfgroBle wurde durch die préanatale Behandlung mit Retigabin oder
Bumetanid ebenfalls nicht signifikant beeinflusst und lag zwischen 6,3 und 6,9 Jungtieren pro
Wurf (Abb. 4.24 C). Der Anteil von Wiirfen, die keine KCNQ2V182M/VI82M_Tiere enthielten war
in den retigabin- (33 %) und bumetanidbehandelten (37 %) Gruppen, im Vergleich zur Vehikel-
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Abbildung 4.24: Die pranatale Behandlung von Nachkommen heterozygoter Verpaarun-
gen in der Linie KCNQ2VN™13% hatte keinen positiven Effekt auf Genotypverteilung und
Korpergewicht. Dargestellt sind die Genotypverteilung der pridnatal behandelten und fiir die wei-
tere postnatale Behandlung eingesetzten Mause (A) (VEH n=104, RTG n=113, BUM n=121), sowie
deren durchschnittliches Gewicht an P1 (B), gruppiert nach Art der Behandlung (VEH (KCNQ2*/*:
1,39+ 0,05g, KCNQ2VIs2M/+. 137 +0,02g, KCNQ2VIs2M/VIS2M. | 909 + (0,04¢), RTG (1,33 +0,03 g,
1,35 +£0,02¢g, 1,29 + 0,03 ¢g), BUM (1,33 £0,04¢g, 1,33 + 0,03 g, 1,28 + 0,03 g)). Weiterhin sind die durch-
schnittliche Wurfgroe (n=52) und der Anteil an Wirfen angegeben, die gefressen wurden oder keine
homozygot mutierten Tiere enthielten (C).

gruppe (20 %) jedoch erhoht. Noch drastischer fiel der Effekt von Retigabin auf die Anzahl der
Tiere aus, die an P1 bereits tot oder verschwunden waren. So waren 53 % der pranatal mit Re-
tigabin behandelten Wiirfe an P1 bereits gestorben oder von der Mutter gefressen worden. Bei
vehikelbehandelten Wiirfen traf dies nur fir 22 % zu, in der Bumetanidgruppe waren es 25 %.
Als Hauptkriterium fiir den Behandlungserfolg diente wieder die Uberlebensrate der unter-
schiedlich behandelten Gruppen. So konnte in der vehikelbehandelten Kontrollgruppe erneut die
erhohte Letalitit von KONQ2V182M/VIS2M_\suse gezeigt werden (Abb. 4.25 A). In dieser Studie
sank die Uberlebensrate homozygot mutierter Tiere sogar bis auf knapp 0,29 nach 56 d ab. Das
Grundniveau der Uberlebensrate von Wildtyp- und heterozygot mutierten Tieren lag jedoch
auch etwas niedriger bei etwa 0,84. Nach den ersten zwei Wochen war der Unterschied zwischen
Wildtyp- (0,84) und homozygot mutierten (0,48) Tieren bereits signifikant, nach Ablauf des
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Gesamtzeitraumes von acht Wochen sogar hoch signifikant.

Durch die Behandlung mit Retigabin konnte der Verlauf der Uberlebenskurve von
KCNQ2V182M/VIS2M_Tieren auch hier positiv beeinflusst werden (Abb. 4.25 B). So war der
Unterschied zwischen homozygot (0,50) und heterozygot (0,88) mutierten Méusen nach acht
Wochen zwar statistisch signifikant, zwischen den Kontrollgruppen war er jedoch noch hoch
signifikant (Abb. 4.25 B vgl. Abb. 4.25 A). Auf die Wildtyptiere hatte die kombinierte pra- und
postnatale Behandlung mit Retigabin erneut einen deutlichen negativen Effekt (0,27).
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Abbildung 4.25: Die pri- und postnatale Behandlung mit Retigabin oder Bumetanid
beeinflusste die Sterblichkeit von Jungtieren der Linie KCNQ2N™1%4, Dargestellt sind die
Uberlebensraten nach Kaplan-Meyer der vehikel- (A) (KCNQ2*/*: n= 19, KCNQ2V1$?M/+: n= 37,
KCONQ2VI82M/VISM, y— 91) retigabin- (B) (n= 11/17/10), und bumetanidbehandelten (C) (n=
17/37/12) Gruppen. (D) zeigt die direkte Gegeniiberstellung vehikelbehandelter Wildtyptiere und der
unterschiedlich behandelten KCNQ2V182M/V182M ©\[iuse. Die statistischen Analysen wurden jeweils fiir
die ersten 14d (Behandlungszeitraum) und fiir den Gesamtzeitraum von 56 d durchgefiihrt.

Die Behandlung mit der erh6éhten Dosis Bumetanid erwies sich hingegen als wenig hilfreich,
da bereits nach drei Tagen alle behandelten KCONQ2V182M/VIS2M_Tiere gestorben waren (Abb.
4.25 C). Und auch auf die Gruppen der Wildtyp- (0,70) und heterozygoten (0,58) Tiere hatte
die Behandlung einen leichten negativen Effekt.

Verglich man abschliefend erneut die unterschiedlich behandelten Gruppen homozygot mu-

tierter Tiere, wurde deutlich, dass auch durch eine pra- und postnatale Behandlung mit
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Retigabin kein statistisch relevanter Unterschied zwischen vehikel- unf retigabinbehandelten
KCNQ2V182M/VIS2M_\gusen erreicht werden konnte (Abb. 4.25 D). Lediglich der hoch signi-
fikante Unterschied zwischen den vehikelbehandelten KCNQ2V182M/V182M_ ynd den vehikelbe-
handelten KCNQ2*/*-Mzusen konnte nach pri- und postnataler Behandlung mit Retigabin

nicht mehr festgestelt werden.
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Abbildung 4.26: Die pra- und postnatale Behandlung mit Retigabin wirkte sich positiv auf
die Gewichtsentwicklung von KCNQ2V182M/V182M_Tjeren aus. Dargestellt ist das durchschnittli-
che Korpergewicht von P1 bis P14 der unterschiedlich behandelten Gruppen nach Behandlungsart (A),
bzw. Genotyp (B) getrennt (VEH (KCNQ2*/*: n= 16, KCNQ2V!8?M/+. n= 25 KCNQ2V!82M/V1s2M,
n= 10), RTG (n= 3/12/7)). Die Asteriske bezichen sich auf den statistischen Vergleich zwischen
KCNQ2VIs2M/VISZM_ ynd KCNQ2*/*-, bzw. vehikel- und retigabinbehandelten KCNQ2V182M/V182M_

Tieren.

Es war also ein Behandlungserfolg durch Retigabin zu erkennen, ein positiver Effekt auf die
Uberlebensrate durch die zusitzliche prinatale Behandlung konnte jedoch nicht festgestellt wer-

den.
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Ein weiteres Kriterium fiir den Erfolg der Behandlung war erneut die Gewichtsentwicklung in
den ersten vierzehn Tagen. Allerdings konnten in der pra- und postnatalen Behandlungsstudie
lediglich Daten der vehikel- und retigabinbehandelten Gruppen erhoben werden, da sdmtliche
bumetanidbehandelten KCNQ2"152M/V182M_Tiere bereits nach maximal drei Tagen verstorben
waren.

In der vehikelbehandelten Gruppe konnte wie erwartet ab P7 ein signifikanter Gewichtsun-
terschied zwischen KCNQ2V182M/VIS2M_ ynd KCNQ27/*-Tieren festgestellt werden, der sich
im weiteren Verlauf statistisch manifestierte (Abb. 4.26 A oben). Mit 4,3 4+ 0,3 g machte das
durchschnittliche Korpergewicht von KCNQ2V182M/VIS2M_N\[5usen nur 58 + 7 % des Normalge-
wichtes von KCNQ2*/*-Miusen (7,3 +0,2g) aus. Durch die Behandlung mit Retigabin konnte
dieses genotypabhéngige Defizit auf 82 + 10 % (6,0 £+ 0,6 g) des Normalgewichts vehikelbehandel-
ter Wildtyptiere verringert werden (Abb. 4.26 A unten). Ein statistisch relevanter Unterschied
zwischen den Gewichtsverldaufen bestand nicht mehr.

Auch die pré- und postnatale Behandlung mit Retigabin hatte keinen Effekt auf die Gewicht-
sentwicklung von Wildtyp- und heterozygot mutierten Tieren (Abb. 4.26 B oben und Mitte).
Die vehikel- und retigabinbehandelten Gruppen von KCONQ2V182M/V152M_\[5usen unterschieden
sich hingegen ab P10 signifikant (Abb. 4.26 B unten). Mit einem Gewichtszuwachs von 1,7 g und
einer, gemessen am Gewicht vehikelbehandelter Wildtyptiere, relativen Steigerung von 23 %, war
ein positiver Effekt auf die Gewichtsentwicklung von KCNQ2V152M/VI82M_\[5usen durch die pré-
und postnatale Behandlung mit Retigabin also eindeutig belegbar. Dieser fiel sogar leicht gréfier
aus, als durch die alleinige postnatale Behandlung (Vgl. Abb. 4.21).

Die Langzeitgewichtsentwicklung fiir die kombinierte pri- und postnatale Behandlung konnte
leider nicht ausgewertet werden, da einige Gruppen, aufgrund der notwendigen Trennung nach

Geschlecht, zu geringe Tierzahlen aufwiesen.

4.14 Die neonatale Behandlung mit Bumetanid fiihrte zu einem

verminderten Auftreten von neonatalen Krampfanfillen in
homozygoten KCNQ2V182M/VI&M_Mzusen

Wéhrend der postnatalen Behandlung wurden die verwendeten Méause zweimal téglich aus ihrem
gewohnten Umfeld genommen um ihnen den Wirkstoff injizieren zu kénnen. Diese Stresssituation
fithrte bei einem Teil der KONQ2V182M/V182M_Tiere zu einem Auftreten spontaner Krampfan-
falle. Bei den beobachteten Krampfanfiallen handelte es sich um tonisch-klonische Anfélle von
etwa zehn bis zwanzig Sekunden Lénge.

Der Zeitraum in dem diese Anfille beobachtet wurden, erstreckte sich dabei von P9 bis P13
(Abb. 4.27 A). Die meisten Krampfanfille wurden bei Tieren beobachtet, die zehn bzw. elf Tage
alt waren.

Darauthin wurde die Anzahl der beobachteten Krampfanfille in Hinblick auf die jeweilige
Behandlung der Tiere untersucht. So wurde deutlich, dass etwa 38 % der vehikelbehandel-
ten KCNQ2V182M/VIS2M _\[5use mindestens einen stressinduzierten Krampfanfall erlitten hatten
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beobachtete Tiere
mit Krampfanfallen (n)
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Abbildung 4.27: Die postnatale Behandlung mit Bumetanid wirkte sich positiv auf die An-
zahl beobachteter Krampfanfille von KCNQ2V!8?M/V182M_\[5usen in der Neonatalperiode
aus. Dargestellt ist die Gesamtzahl aller beobachteten Krampfanfille von homozygot mutierten Tieren,
unabhéngig von Genotyp oder Behandlung (A) (n=63). (B) zeigt die prozentualen Anteile der postnatal
behandelten KCNQ2V182M/V182M_Tiere mit Krampfanfillen nach Art der Behandlung (Anzahl der Tiere
mit Krampfanféllen/Gesamtzahl der beobachteten Tiere) (Vgl. vehikel-/bumetanidbehandelte Gruppe:
p=0,06).

(Abb. 4.27 B). Wihrend der Anteil bei den retigabinbehandelten KCNQ2V52M/VI82M_\[:usen
mit 33 % vergleichbar war, wiesen die homozygot mutierten Tiere, die mit Bumetanid behandelt
wurden, eine deutlich verringerte Krampfanfallrate von 8 % auf. Der Unterschied zu den vehi-
kelbehandelten Tieren war mit einem p-Wert von p=0,06 nur knapp nicht statistisch signifikant.

Ein positiver Trend hinsichtlich der Anzahl der stressinduzierten Krampfanfille durch die

postnatale Behandlung mit Bumetanid war demnach erkennbar.

4.15 Die Behandlung mit Bumetanid hatte positive Auswirkungen
auf den Verhaltensphanotyp

Da nach den Behandlungsstudien auch KCNQ2VI82M/VISZM_\[5use in groBerer Zahl verfiigbar
waren, wurden im Folgenden Verhaltensanalysen mit adulten, homozygot mutierten und Wild-
typméusen durchgefiihrt. Dabei wurden Tiere aus verschieden behandelten Gruppen verwendet,
so dass auch von der Behandlung abhéngige Effekte beurteilt werden konnten. Dabei kamen
sowohl nur postnatal, als auch pra-und postnatal behandelte Tiere zum Einsatz. Bei den bu-
metanidbehandelten Tieren handelte es sich allerdings ausschliellich um postnatal behandelte
Tiere, da die kombinierte Behandlung mit erhohter Dosis fiir alle KCNQ2V182M/VISZM_\[5yse
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letal war.

Durchgefiirt wurden unter anderem der Open Field- und der Y Maze-Test. Im Open Field
war dabei, bei behandlungsunabhéngiger Betrachtung, kein genotypabhéngiger Unterschied zwi-
schen der zuriickgelegten Strecke von KCNQ2V182M/VISZM_ynd KONQ2+*/*-Méusen zu erkennen
(Abb. 4.28 A).
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Abbildung 4.28: KCNQ2V182M/V182M_\[5use zeigten eine erhohte Aktivitdt, die durch die
postnatale Behandlung mit Bumetanid verhindert wurde. Dargestellt ist die zuriickgelegte Stre-
cke behandelter KCNQ2*/#- (n=16) und KCNQ2V182M/VIS2M_\liuse (n=12) im Open Field-Test (A)
(KCNQ2t/*:82,4 4+ 3,4m, KCNQ2V182M/V182M. 88 4 4+ 5 7m). In (B) sind die Gruppen nach Art der Be-
handlung aufgetrennt (VEH (KCNQ2*/7: 75,8 + 2,8 m, n=10; KCNQ2V!$2M/V182M. 98 7 + 8 1 m, n="5),
RTG (KCNQ2*/*: 82,44 4,5m, n=2; KONQ2V!52M/VI82M. g7 4 4+ 11 5m, n=4), BUM (KCNQ2*/*:
99,3+ 5,9m, n=4; KCNQ2VIs2M/VIs2M. 798 + 4 5m, n=3)). Weiterhin dargestellt ist der durch-
schnittliche Wandabstand nach Genotyp (KCNQ2V182M/V182M. 59 + ()3 cm, KCNQ2*/*: 6,6 + 0,3 cm)
und Art der Behandlung (VEH (KCNQ2*/*: 6,54 04cm, KCNQ2VIS2M/VIS2M. 574 () 6cm),
RTG (KCNQ2*/*: 6,84 0,9cm, KCNQ2VI8M/VI82M, 53 + () 3cm), BUM (KCNQ2*/*: 6,5+ 0,4 cm,
KCNQ2V182M/VIs2M, 6 8 4 (0.6 cm)).

Loste man die beiden Gruppen jedoch nach Art der Behandlung auf, wurde zunéchst deutlich,
dass vehikelbehandelte KCNQ2V!82M/VIS2M_\[zuse mit durchschnittlich 98,7 m eine signifikant
lingere Strecke zuriickgelegt hatten als vehikelbehandelte KCNQ2*/*-Tiere mit 75,7 m (Abb.
4.28 B). Dieser Effekt konnte durch die Behandlung mit Bumetanid revidiert werden. So wies

die bumetanidbehandelte Gruppe homozygot mutierter Tiere wieder einen mit vehikelbehandel-
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ten Wildtyptieren vergleichbaren Wert von 72,8 m auf. Da Bumetanid auf KCNQ2*/*-Miuse
einen gegenteiligen Effekt zu haben schien, konnte in der Summe kein behandlungsunabhéngiger

Genotypeffekt detektiert werden.

A B
70 70 -

*%

60 -

50 ]-

Wechsel in neuen Arm (%)
1
—
Wechsel in neuen Arm (%)
1

1\
\
1\
A\

40+ 40+

30 2 304

204 I

10 104

Zeit/Armwechsel (s
—
Zeit/Armwechsel (s

— KCNQ2"*+VEH ~ —— KCNQ2Vi&Visam LVEH
........ KCNQZ+/++RTG rnane KCN02V782M/V782M +RTG
---- KCNQ2"*+BUM === KCNQ2V's¥122M 4 BUM

Abbildung 4.29: KCNQ2V!8M/V1S2M_)\[juse zeigten ein gestortes Arbeitsgedichtnis,
das durch die postnatale Behandlung mit Retigabin oder Bumetanid nicht beein-
flusst wurde. Dargestellt ist die Wechselrate in einen neuen Arm behandelter KCNQ271/*-
(n=13) und KCNQ2VI$2M/VIS2M_\[iuse (n=11) im Y Maze-Test (A) (KCNQ2*/*: 63,4+1,4%,
KCNQ2V182M/V182M: 53 9 + 3 4%). In (B) sind die Gruppen weiter nach Art der Behandlung aufgetrennt
(VEH (KCNQ2*/*: 65,54 1,7%, n=8; KCNQ2V!82M/VIs2M. 51 (04 53%, n=4), RTG (KCNQ2*/*:
62,0 + 6,0 %, n=2; KCNQ2VI$2M/VI82M. 533 48 1%, n=4), BUM (KCNQ2*/*: 66,7 +2,7%, n=3;
KCNQ2V182M/VI82M, 56 () + 4.6 m, n=3)). Weiterhin dargestellt ist die durchschnittliche Zeit pro Arm-
wechsel nach Genotyp (KCNQ2V182M/VIS2M. 5.9 4 0 3cm, KOCNQ2'/*: 6,6 +0,3cm) und Art der Be-
handlung (VEH (KCNQ2*/*: 6,5+ 0,4cm, KCNQ2VI82M/VIs2M. 574 (6cm), RTG (KCNQ2t/*:
6,8+ 0,9cm, KCNQ2V182M/VIS2M. 5 3 + () 3cm), BUM (KCNQ2*/*: 6,5+ 0,4cm, KCNQ2V!82M/V1s2M,
6,8 £ 0,6 cm)).

Bumetanidbehandelte Wildtypmaéuse legten durchschnittlich 99,3 m zuriick, und damit signi-
fikant mehr als vehikelbehandelte KCNQ2*/*-Mzuse. Die retigabinbehandelten Gruppen lagen
beide mit 82,4m fir die KCNQ27/*-, und 87,4m fiir die KONQ2V!52M/VISZ2M_\[5use, nicht
statistisch unterscheidbar, zwischen den Werten der anderen Gruppen.

Durch die Behandlung mit Bumetanid konnte der Effekt der Mutation auf die zuriickgelegte
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4 Ergebnisse

Strecke demnach aufgehoben werden. Ein Effekt von Retigabin hingegen war nicht statistisch
belegbar.

Ein weiterer Parameter fiir das Verhalten im Open Field war der durchschnittliche Wandab-
stand in cm. Allerdings konnte weder ein genotyp- (Abb. 4.28 C), noch ein behandlungsabhén-
giger (Abb. 4.28 D) Effekt festgestellt werden.

Die Ergebnisse im Y Maze deuteten ebenfalls auf eine Verdnderung im Verhalten von
KCNQ2V182M/VISZM_\5usen hin. So wiesen die homozygot mutierten Tiere mit rund 53 %
insgesamt eine sehr signifikant verschlechterte Alternierungsrate auf (Abb. 4.29 A). Ein Effekt
durch die Behandlung war hingegen nicht zu erkennen (Abb. 4.29 B). Vielmehr war auch hier
im Trend der negative Effekt der Mutation nachvollziehbar. Ein weiteres Kriterium fir die
Grundaktivitédt ist die durschnittliche Zeit pro Armwechsel. Hier wiesen beide Gruppen genoty-
punabhéngig einen &hnlichen Wert von 22,0s fiir Wildtyp-, und 19,6 s fiir homozygot mutierte
Tiere auf (Abb. 4.29 C). Auch die Auftrennung nach Art der Behandlung zeigte weder einen
genotyp-, noch einen behandlungsabhingigen Effekt (Abb. 4.29 D).
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5 Diskussion

5.1 Die Mauslinie KCNQ2V™m134 31s Tiermodell fiir neonatale

Epilepsien

Die Grundlagenforschung im Bereich epileptischer Erkrankungen stiitzt sich in weiten Teilen auf
Tiermodelle in denen Krampfanfille chemisch oder elektrisch induziert werden. Dazu wird in
Wildtyptieren meist ein lang anhaltender Status Epilepticus erzeugt, dessen Folge epileptogene
Verdnderungen im Gehirn sein kénnen [135]. Der Vorteil dieser Modelle ist unter anderem, dass
man den Zeitrahmen der Epileptogenese kontrollieren und in Génze verfolgen kann. Allerdings
sind die Ursachen fiir die Ausbildung einer Epilepsie in diesen Modellen nur begrenzt auf Epi-
lepsien im Menschen {ibertragbar. Hier bieten genetische Modelle Vorteile. Ein induzierbares
dominant-negatives Modell wie von Peters et al. veroffentlicht, verbindet dabei die genetische
Komponente mit einer zeitlich kontrollierbaren Expression [105]. Dennoch kénnten genetisch
verdnderte Mausmodelle, in denen eine konstant unter normalen Entwicklungsbedingungen ex-
primierte Mutation zur Ausbildung einer Epilepsie fithrt, weitere Erkenntnisse liefern. Dabei gibt
es eine Reihe von Genen, in denen Mutationen zur Entwicklung einer Epilepsie fiihren koénnen.
Viele dieser Gene kodieren fiir lonenkanéle.

Die Benign Familial Neonatal Convulsions (BFNC) stellen eine bekannte Erkrankung dar,
in der verschiedene Mutationen der Gene KCN@2 und KCNQS8 direkt mit der Erkrankung
assoziiert sind [59]. Eine Verdnderung der Kanaleigenschaften fiihrt zu einer Verdnderung im
Gehirn, die wiederum zur Ausbildung einer Epilepsie fiihrt. Eine Besonderheit der BENC ist
aulerdem, dass sie im Vergleich zu den meisten anderen Epilepsien, sowohl im Neugeborenen-,
Kindes- und Erwachsenenalter relativ milde Folgeerscheinungen hat. Moéglich kénnte in einem
BFEFNC-assoziierten Tiermodell also nicht nur die Erforschung von epileptogenen, sondern auch
die Entdeckung neuroprotektiver Mechanismen sein [129].

Ein Mausmodell fir neonatale Epilepsien sollte moglichst genau die Prozesse nachbilden, die
im Menschen zur Ausbildung epileptischer Erkrankungen fithren. Uberpriift werden konnte dies
in der vorliegenden Arbeit durch eine moglichst exakte Beschreibung der beobachteten Sym-
ptomatik. Andere Mausmodelle wie die KCNQ2-knock out-Linie machen zwar deutlich, dass
die entsprechenden Ionenkanéle lebensnotwendig sind [144], kénnen allerdings nur heterozygot
in Versuchen eingesetzt werden. Das Auftreten spontaner Krampfanfélle ist dabei ein zentrales
Kriterium, das in heterozygoten KCNQ2-knock out-Tieren nicht erfiillt ist. Zwar zeigen hetero-
zygote KCNQ2-knock out-Tiere, oder auch Tiere, die heterozygot fiir die Szt1-Deletion sind, eine
geringere Krampfschwelle bei chemisch induzierten Krampfanféllen, aber keine spontane kon-

vulsive Aktivitat [144, 152]. Dadurch kommt es nicht zur endogenen Ausbildung einer Epilepsie.
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Die Situation in erkrankten Menschen wird daher nur begrenzt nachgebildet. Auch fir das in
dieser Arbeit verwendete Mausmodell gab es bisher keine Hinweise auf ein spontanes Auftreten
von Krampfanfillen. Allerdings wurden heterozygote Tiere der Linie KONQ2N™1% bereits mit
Tieren verpaart, die heterozygot eine Mutation des Natriumkanals SCN2A trugen [67]. Auch
die Mutation SCN2A9% fithrt heterozygot nicht zur Ausbildung spontaner Krampfanfille. Es
konnte aber ein additiver Effekt der beiden Mutationen gezeigt werden. So entwickeln Mause, die
beide Mutationen heterozygot tragen, spontane Krampfanfille, die mit einer 100 %igen Letalitat
in den ersten Lebenswochen verbunden sind [67]. In dieser Arbeit konnte erstmals ein Auftre-
ten spontaner Krampfanfille in homozygot mutierten KONQ2V182M/VI82M_Tieren beschrieben
werden. Andere KCN@2-Mutanten, die ebenfalls spontane Krampfanfélle zeigen, sind das von
Peters et al. publizierte dominant-negative [105], sowie das 2008 von Singh et al. veroffentlichte
transgene Modell mit der Mutation KCNQ243%6T [129].

5.1.1 Leitungseigenschaften heteromerer Ky 7.2/Ky7.3-Kanile und die Mutation
KCNQ2V182M

Die Mutation der in dieser Arbeit untersuchten Mauslinie KCNQ2N"134 licgt im Codon der
Aminosdure Valin 182 und sorgt dafiir, dass diese aufgrund einer missense-Mutation durch
Methionin ersetzt wird. Bei Valin 182 handelt es sich um eine sowohl innerhalb der Familie der
Ky7-Kanile, als auch innerhalb des Tierreichs stark konservierte Aminoséure [67].

Um die Auswirkungen der Mutation KONQ2V%*M auf die Leitungseigenschaften hetero-
merer Ky7.2/Ky7.3-Kanéle zu charakterisieren, stellten Zwei-Elektroden-Spannungsklemme-
Messungen in Xenopus laevis-Oocyten eine geeignete Methode dar. Hier lagen durch die Uber-
expression und die Griéfe der Zellen vergleichsweise hohe Stromamplituden vor, die zudem nicht,
wie in den Patchclamp-Messungen in Hirnschnitten, als Differenzstrome dargestellt werden muss-
ten. So konnte gezeigt werden, dass die Mutation KOCNQ2"'8?M beziiglich der KCNQ2-Varianten
sowohl homo-, als auch heteromer, eine Verringerung der Amplitude Ky 7.2/Ky7.3-vermittelter
Strome bewirkte. Diese wiederum war auf eine verzogerte spannungsabhéngige Aktivierung der
Kanéle zuriickzufiithren. Da sich die Mutation KCNQ2"/82M in Transmembrandoméne drei be-
findet, liegt sie in rdumlicher N&he der als Spannungssensor fungierenden Transmembrando-
méne vier. Eine Verdnderung der elektronegativen Eigenschaften in der Aminoséureseitenkette
von Methionin im Vergleich zu Valin, kénnte Auswirkungen auf die rdumliche Orientierung der
Transmembrandoméne drei im elektrischen Feld der Zellmembran haben. Dadurch kénnte eine
Einschriankung in der Bewegungsfreiheit des Spannungssensors bewirkt werden, welche zu einer
erschwerten Aktivierung des Kanals fiihrt. Ahnliche Effekte wurden vor allem fiir Mutationen
innerhalb des Spannungssensors beschrieben [88].

Es konnte gezeigt werden, dass der selektive M-Kanal-Offner Retigabin auf den mutierten Ka-
nal einen vergleichbaren Effekt hat wie auf den Wildtypkanal. In allen Kanalzusammensetzungen
wurde durch Zugabe von Retigabin eine Verschiebung des spannungsabhiingigen Offnungsverhal-
tens von ca. —20mV erreicht. Die genotypabhéngigen Unterschiede blieben jedoch bestehen. Die

Wechselwirkung mit Retigabin und dessen Wirkmechanismus wurden durch die Mutation also
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nicht beeintrichtigt. Da Retigabin im Bereich der Pore an die intrazelluldaren Teile der Trans-
membrandoménen fiinf und sechs bindet und dort den offenen Kanalzustand stabilisiert, scheint
dieser Befund schliissig [75, 117, 151]. Retigabin wirkt demnach spannungsunabhéngig und sorgt
indirekt fiir eine verlangsamte Inaktivierung der Kanile. Der eigentliche Offnungsmechanismus
wird durch Retigabin nicht beeinflusst [50].

Einzelne mutierte Ky 7.2-Untereinheiten scheinen keinen dominant-negativen Effekt auf die
Tonenleitfahigkeit heteromerer Ky 7.2/Ky7.3-Kaniéle zu haben. Sowohl die Amplituden, als auch
die spannungsabhéngigen Aktivierungskurven von Kanélen, die die mutierte und die Wildtyp-
form von Ky /7.2 enthalten, lagen zwischen denen der Kanéle, die nur die mutierte oder die
Wildtypform enthielten. Dominant-negative Mutationen konnten aber im Zusammenhang mit

Ky 7-assoziierten Enzephalopathien beschrieben werden [116].

5.1.2 M-Strom im Gehirn von KCNQ2"V"134_M3zusen

Alle BFNC-assoziierten Mausmodelle haben gemeinsam, dass sie verringerte M-Strom-
Amplituden in hippocampalen CAl-Neuronen aufweisen. Dies konnte in dieser Arbeit den Mes-
sungen in Xenopus laevis-Oocyten entsprechend, fiir KCNQ2V152M/VIS2M_\[5use gezeigt werden.
Die Groflenordnung der M-Strom-Reduktion war mit der in Oocyten gemessenen vergleichbar.
Das ist fiir andere Modelle nicht zwangsliufig der Fall. So sorgte die Mutation KCNQ24906T in
Oocyten fiir eine ca. 80 %ige Reduktion der Stromamplitude heteromerer Ky7.2/Ky7.3-Kanile
[121], wéhrend in hippocampalen CA1-Neuronen der entsprechend homozygot mutierten Mause
noch iiber 50 % Reststrom gemessen werden konnten [129].

Expressionsanalysen in heterozygoten KCNQ2V182M/+_Tieren hatten ergeben, dass die Ex-
pression von KCNQ2 in heterozygoten KCNQ2V!52M/+_Tieren allelspezifische Unterschiede auf-
wies. So war die mRNA-Konzentration des mutierten Allels niedriger als die des Wildtyp-Allels.
Eine Beeintriachtigung der Transkription des mutierten Allels, bzw. eine verstirkte Degradation
auf mRNA-Ebene, ist daher wahrscheinlich. Eine kompensatorisch erhohte Expression des Wild-
typallels kénnte zu M-Strom-Amplituden im Normalbereich fithren. Solch eine Hochregulation
konnte allerdings nicht zweifelsfrei festgestellt werden.

Im Hirnschnitt waren die M-Strom-Amplituden in CA1-Neuronen homozygot mutierter
KCNQ2V182M/V182M_Tiere wie erwartet reduziert und, wie in den Oocyten-Messungen, mit einer
zu positiveren Membranpotentialen verschobenen Aktivierungskurve verbunden. Heterozygote
Tiere wiesen aber M-Strom-Amplituden auf, die mit denen von Wildtyptieren vergleichbar
waren. Dieses Phénomen konnte in KCNQ24906T/+ Miusen teilweise auch beobachtet wer-
den [129]. Der unter stochiometrisch kontrollierten Bedingungen in Xenopus laevis-Oocyten
beobachtete intermedidre Effekt der heteromer vorliegenden Mutation war in Neuronen nicht
nachzuweisen. In Hirnschnitten heterozygoter Tiere schien der M-Strom sogar bei niedrigeren
Membranpotentialen aktiviert zu werden als in Wildtyptieren.

Allerdings muss das Ergebnis fiir die heterozygoten Tiere, insbesondere die auffillig verscho-
bene Aktivierungskurve, dadurch relativiert werden, dass die gemessenen Differenzstromampli-

tuden relativ klein waren und, insbesondere im Falle der heterozygoten Neuronen, eine hohe Va-
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riabilitdt aufwiesen. Eine verschobene Aktivierungskurve der heterozygoten M-Kanéle aus dem
erwarteten Bereich erscheint auch deshalb artifiziell, da Messungen unter Retigabinbedingungen
wieder die erwartete intermediére spannungsabhéngige Aktivierung zeigten. Da durch Retigabin
wesentlich groflere M-Stromamplituden gemessen werden konnten, erscheinen die so erlangten
Befunde schliissiger. Retigabin hatte in Messungen hippocampaler CA1-Neuronen einen geno-
typunabhéngigen Effekt, der dafiir sorgte, dass die Aktivierungskurven weit in Richtung hy-
perpolarer Membranpotentiale verschoben waren. Dies spricht nicht fiir einen regulatorischen
Mechanismus auf Expressionsebene, da die Anzahl der durch Retigabin aktivierbaren Kanéle
in heterozygoten Neuronen gleich der in homozygot mutierten und Wildtypneuronen zu sein
schien. Dennoch scheinen relevante Auswirkungen regulatorischer Mechanismen insbesondere in
heterozygoten Tieren mdoglich. Ein mogliches Regulationsmodell, dass Einfluss auf die Eigen-
schaften von M-Kanélen und den Effekt einer M-Kanal-Defizienz nehmen kénnte wird mit der
intrinsischen Plastizitdt beschrieben. Die sogenannte intrinsische Plastizitat von Neuronen ist
ein von unterschiedlichen Faktoren abhédngiges Modell fiir die Regulation von Erregbarkeit und
Feuerverhalten in Neuronen [11]. Im Gegensatz zur synaptischen Plastizitit, spielen bei ihr nicht
die Entstehung, sondern insbesondere die regulierte Weiterleitung von Aktionspotentialen eine
zentrale Rolle. Intrinsische Plastizitat reguliert die Reizleitung aus den Dendriten in das Soma,
aber auch riickpropagierende Aktionspotentiale. Bei der intrazelluliren Weiterleitung elektri-
scher Signale kommt es lokal zu starken Einstrémen von Calcium-Ionen. Da im Axoninitialseg-
ment zusammenlaufende Informationen {iber die Auslésung von Aktionspotentialen entscheiden,
beeinflusst die intrinsische Plastizitdt mafigeblich das Feuerverhalten elektrisch aktiver Zellen.
Verénderungen in der intrinsischen Plastizitét konnen z.B. das Verhalten regulér feuernder Neu-
ronen beeinflussen und eine burst-artige Aktivitdt induzieren. Dieses Phidnomen resultiert aus
einer gestorten Nachhyperpolarisation (After Hyperpolarisation (AHP)) und ist charakteristisch
fir viele Epilepsien, aber auch andere neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer
[11]. Die M-Kanéle spielen gerade fiir die Ausbildung einer intakten Medium After Hyperpolarisa-
tion (mAHP) eine entscheidende Rolle [137, 76]. Teil dieses fein abgestimmten Gleichgewichtes,
insbesondere im Axoninitialsegment, ist unter anderem ein persistierender Natriumstrom (In,p).
Verdnderungen dieses Stromes konnten mit Verdnderungen von M-Strom-Amplituden in Verbin-
dung gebracht werden, was fiir einen wechselwirkenden Regulationsmechanismus spricht [153].
Mechanistisch sind Anderungen der intrinsischen Plastizitit auf verschiedenen Wegen denkbar.
So sind sowohl Expressions- und Aktivierungs-, aber auch Transport- und Abbauprozesse von
Ionenkanélen diskutierte Mechanismen [11].

Die Spannungsklemme-Messungen in CAl-Neuronen lieferten nicht nur Belege fiir einen
negativen Effekt der Mutation auf den hippocampalen M-Strom, sondern auch Hinweise auf
eine intrazellulare homoostatische Regulation der elektrophysiologischen Eigenschaften von
CA1-Neuronen. Gegen eine Regulation und fiir einen dominant-negativen Effekt der Mutati-
on KCNQ2V'82M wiederum spricht die Tatsache, dass die Erregbarkeit von CAl-Neuronen in
heterozygoten KCONQ2V182M/+ _Tieren der von homozygot mutierten Tieren entsprach. Diese
zeigten wie erwartet eine signifikant héhere Erregbarkeit als Wildtypneuronen. Dariiber hinaus

erscheint eine gestorte AHP moglich, was in einer burst-artigen Aktivitdt mutierter Neuronen
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resultiert. Retigabin bewirkt in Neuronen aller Genotypen eine starke Reduktion der Anzahl
gefeuerter Aktionspotentiale. Sobald die M-Kanéle einmal durch eine initiale Entladung akti-
viert wurden, erschwert Retigabin ein Schlieffen der Kanéle, wodurch jedes weitere Auslosen
von Aktionspotentialen verhindert wird [50]. Die erhohte Aktivitét einzelner Neurone, sowohl in
homozygot, als auch heterozygot mutierten KCNQ2V™1%_Miusen, findet ihre Bestitigung in
der immunhistochemischen Analyse der cFos-Expression. So sind in Hirnschnitten von Tieren
beider Genotypen vereinzelt stark angefarbte Zellen erkennbar.

Waéhrend sich fir die homozygot mutierten Neurone ein klares Bild aus verringerter M-Strom-
Amplitude und erhohter Erregbarkeit, bzw. Aktivitat ergibt, lassen sich die Befunde aus hetero-
zygoten Zellen nicht ohne weiteres einordnen. Zuséatzlich zu Mechanismen auf Expressionsebene
sind unterschiedliche Méglichkeiten der Einflussnahme auf die Kanal- und allgemeine elektrophy-
siologische Aktivitdt denkbar. Der bekannteste Regulationsmechanismus von M-Kanal-Aktivitéat
ist der iiber muskarinische Acetylcholinrezeptoren [55]. Aktivierte ACh-Rezeptoren senken den
intrazellularen Spiegel von membranassoziiertem PIPy. Da PIP9 fiir eine Aktivierung der M-
Kaniile notwendig ist, sinkt folglich die M-Kanal-Aktivitit [71]. Eine Anderung in der Aktivie-
rung von M-Kanélen iiber PIPy in heterozygoten Méusen scheint also auch denkbar.

Da durch die Mutation das homoostatische Gleichgewicht gestort wird, scheint grundsétz-
lich das Eingreifen von regulatorischen Mechanismen méglich, die eine Uberkompensation oder
eine hohere Variabilitdt erzeugen konnten. Auflerdem koénnte, da die Aktivitdt unterschiedli-
cher exzitatorischer und inhibitorischer Stréme wahrscheinlich wechselwirkend reguliert wird,
eine Verdnderung in der Expression der beiden Allele von KCNQ2, oder Verdnderungen in der
Kanalaktivierung, Auswirkungen auf Expression und Aktivierung anderer Ionenkanéle haben.
So kénnte es durch die erhohte Expression des Wildtypallels von KCNQ2 zu einer ebenfalls
erhohten Expression von Kanélen kommen, die den persistierenden Natriumstrom vermitteln.
Was unter normalen Umsténden zu einem Ausgleich in der zelluldren Aktivitdt fithren wiirde,
kénnte in KCNQ2V152M/+_Neuronen eine Ubererregbarkeit trotz normaler M-Strom-Amplitude
bedeuten. Durch eine erhohte Expression mehrerer Ionenkanéle liefle sich auch der signifikant
geringere Eingangswiderstand heterozygoter Zellen im Vergleich zu homozygot mutierten Neuro-
nen erklaren, der im Trend sogar leicht unter dem von Neuronen aus Wildtyptieren liegt. Neben
intrazelluldren homoostatischen Regulationsmechanismen sind auch Effekte der heterozygoten
Expression auf unterschiedliche Zelltypen zu berticksichtigen. So konnte fiir CA1-Neurone eine
mogliche Kompensation der M-Strom-Defizienz in heterozygoten Tieren gezeigt werden. Andere
Zelltypen die z.B. Teil eines inhibitorisch wirkenden interneuronalen Netzwerkes sein konnten,
sind moglicherweise nicht in der Lage ihre inhibierende Funktion aufrecht zu erhalten und er-
zeugen so iiber eine verminderte Regulation der Netzwerkaktivitit eine Ubererregbarkeit in
CA1-Neuronen. Mogliche Zelltypen, die betroffen sein kénnten sind z.B. Parvalbumin-positive

Interneurone im préfrontalen Cortex [150].
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5.1.3 Krampfanfille und Entwicklungsdefizit durch die Mutation KCNQ2V8M

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal fiir ein KCNQ2-Mausmodell eine klar eingegrenzte
Neonatalperiode beschrieben werden, in der initial auftretende, spontane Krampfanfélle beob-
achtet wurden. Das Zeitfenster von P9-P13, in dem spontane Krampfanfille beobachtet wur-
den, entspricht in etwa dem Zeitraum des letzten Schwangerschaftstrimenons bis zur Geburt
im Menschen. In Sduglingen mit BFNC treten die ersten beobachteten Krampfanfélle in der
ersten postnatalen Woche auf [63]. Zusétzlich zu den spontanen Krampfanféllen konnte bereits
ab der Geburt der KCNQ2V152M/VI82M_\[5use ein Gewichtsdefizit im Vergleich zu Wildtypge-
schwistern beobachtet werden, das durch eine reduzierte Gewichtszunahme innerhalb der ersten
zwei Wochen fortgefithrt wurde. Auflerdem starb in den ersten Lebenswochen ein grofier Teil
der KCNQ2V182M/VIS2M_Tiere. Bereits an P1 war ihr Anteil geringer als nach Mendel erwar-
tet. Diese Beobachtungen kéonnen unterschiedliche Griinde haben. Die schwéchere Konstitution
der homozygot mutierten Tiere kann zu einer geringeren Nahrungsaufnahme fithren, da diese
kompetitiv mit den Geschwistertieren erfolgt, und sich so selbst verstidrken. Dabei kann auch
das maternale Verhalten eine Rolle spielen, welches durch eventuell geringere Vokalisierungen
der jungen KCNQ2V152M/VIS2M_Tiere weniger fiirsorglich sein konnte. AuBerdem koénnten auch
bereits vor P9 unbemerkte Krampfanfille fiir eine erhéhte Sterberate verantwortlich sein. In
Sauglingen werden subklinische Krampfanfélle beschrieben, die nur im EEG bemerkt werden
kénnen [47]. Von den in KCNQ2V182M/VIS2M_\[iusen beobachteten Krampfanfillen zwischen
P9 und P13 war allerdings keiner letal.

Die intrazelluldre Chlorid-Ionen-Konzentration ist in den meisten unreifen Neuronen neonata-
ler Gehirne im Vergleich zum adulten Gehirn erhoht [12]. Dies ist auf eine neonatal verédnderte
Expression zweier gegenldufiger Chloridtransporter zuriickzufithren. Die Expression des Chlorid-
Tonen-Exporters KCC2 nimmt in dieser Phase zu, wahrend die Expression des Chlorid-Ionen-
Importers NKCC1 abnimmt [38]. Das Gleichgewichtspotential negativ geladener Chloridionen
verschiebt sich somit in Richtung Ruhemembranpotential. Bindet nun der Neurotransmitter
GABA an GABA-Rezeptoren, bei denen es sich um ligandengesteuerte Chlorid-Tonenkanéle
handelt, bewirkt dies im adulten Gehirn einen hyperpolarisierenden Chlorid-Einstrom in die
Zelle. Dieser inhibitorische Effekt kann durch eine erhohte intrazelluldre Chloridkonzentrati-
on aber abgemildert oder sogar in einen depolarisierenden Auswartsstrom umgekehrt werden.
Dadurch kann es unter Umstdnden zu einer exzitatorischen Wirkung von GABA im neona-
talen Gehirn kommen. Grundsétzlich kann es durch depolarisierende Reize aber auch zu einer
sogenannten Shunting-Inhibition kommen [19]. Ein depolarisierender Auswértsstrom von Chlori-
dionen hat also nicht zwangsldufig einen exzitatorischen Effekt. Auflerdem gibt es auch Hinweise
darauf, dass es sich bei den Befunden zu einer neonatal erhéhten Chloridionenkonzentration um
methodenbedingte Messartefakte handeln konnte [19]. Das Gleichgewicht von inhibitorischen
und exzitatorischen Faktoren im neonatalen Gehirn ist in dieser Phase generell relativ instabil,
wodurch das erstmalige Auftreten spontaner Krampfanfille erklart werden konnte.

Von Bedeutung fiir die zelluldre Erregbarkeit konnte auflerdem das Expressionsmuster der

M-Kanéle selbst sein. So gibt es Hinweise darauf, dass die postnatale Expression von KCNQ2
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und KCNQ@3 erst innerhalb der ersten Lebenswochen ansteigt [145, 63]. Elektrophysiologische
Messungen haben allerdings einen intakten M-Strom in hippocampalen CA1-Neuronen bereits
in der ersten Lebenswoche dargelegt [96].

Charakteristisch fiir die BFNC sind die relativ milden, selbstlimitierten Krampfanfélle wéh-
rend der Neonatalperiode. Diesen folgen oftmals wiederkehrende Krampfanfélle im Erwachsenen-
alter, die einen schweren Verlauf nehmen konnen [111]. Auch das Erscheinungsbild der neonatal
beobachteten Anfille in KONQ2V182M/VISZ2M_\[5usen unterschied sich von dem der in adulten
Tieren beobachteten Krampfanfélle. Die in der Neonatalperiode beobachteten Krampfanfille
machten sich mit relativ schwachen klonischen Bewegungen der Extremitédten bemerkbar, die
mit einer schnellen, unkoordinierten Laufbewegung beschrieben werden konnten. Darauf folgte
eine tonische Phase in der die Maus versteifte und sich dann nach wenigen Sekunden wieder nor-
mal verhielt. Die wiederkehrenden Krampfanfille in adulten KCNQ2V182M/V182M_Tieren stellten
sich hingegen wesentlich intensiver dar, mit sehr starken klonischen, sprungdhnlichen Bewegun-
gen. Darauf folgte ebenfalls ein generalisierter Muskeltonus. Diese Krampfe waren héufig letal.

In heterozygoten KCNQ2V152M/+_Tieren kam es im Gegensatz zu homozygot mutierten Tieren
nicht, oder nur sehr selten, zum Auftreten spontaner Krampfanfille. Die festgestellte Ubererreg-
barkeit einzelner CA1l-Neurone reichte hierfiir moglicherweise nicht aus. Der Hippocampus und
seine relativ klar abgrenzbaren Substrukturen und Zelltypen sind bereits gut beschrieben. Es
ist durchaus denkbar, dass interneuronale Netzwerke die leicht erhohte Aktivitdt kompensieren
kénnen. Uber Mechanismen der sogenannten Feedback-, oder auch der Feed Forward-Inhibition
konnte verhindert werden, dass synchrone epileptische Entladungen durch eine nur leicht er-
hohte Erregbarkeit entstehen [72]. Ein residualer M-Strom, auch in anderen Zelltypen, konnte
ebenfalls zur Kontrolle der Gesamtnetzwerkaktivitat beitragen. Dabei liegen die heterozygoten
KCNQ2V182M/+_Tiere in etwa in dem Bereich einer 25 %igen M-Strom-Reduktion, die als Grenze
fiir die Ausbildung spontaner Krampfanfille postuliert worden ist [121].

Bei vielen epileptischen Erkrankungen kommt es durch fortschreitende Krampfaktivitat, dhn-
lich wie bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen, zum Absterben von Neuronen und damit
einhergehenden inflammatorischen Prozessen. Fiir Temporallappenepilepsien (TLE) konnte das
Auftreten einer sogenannte Hippocampalen Sklerose beschrieben werden [83]. Dabei kann es
zu Zellverlusten und Dispersion ganzer hippocampaler Substrukturen kommen. Mit dem fort-
schreitenden Zelltod von Neuronen kann eine astrozytére Gliose auftreten, in deren Verlauf
sich aktivierte Astrozyten in die geschidigten Bereiche ausbreiten. Des Weiteren kann es zum
Einwandern von Mikroglia kommen. Es sind auch Mutationen in KCNQ2 bekannt, die zu einer
schweren epileptischen Enzephalopathie fiihren, in deren Verlauf eine hippocampale Sklerose auf-
treten kann [146]. Fir Epilepsie-Tiermodelle konnten dhnliche Phénomene beschrieben werden
[105, 78].

In der vorliegenden Arbeit konnte ein vergleichbarer Effekt in KCNQ2V!82M/V182M_ Tieren
nicht gezeigt werden. Weder die Nissl-Farbung, noch die Anfarbung reaktiver Astrozyten oder
aktivierter Mikroglia zeigten Auffalligkeiten. Diese Befunde stehen in Einklang mit dem relativ
milden Verlauf der BENC im Menschen und den Befunden aus dem &dhnlichen Tiermodell der
KCNQ24306T Maus [129]. Eine morphologische oder histologische Verdanderung der untersuchten
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Gehirne kann allerdings nicht generell ausgeschlossen werden. Verédnderungen auf synaptischer
Ebene konnten durch die angewandten Methoden nicht detektiert werden.

Ein weiterer Effekt der Mutation KCNQ2V5?M aber auch der Mutation KCNQ249%T ist das
geringere Korpergewicht und die verminderte Korpergrofie homozygot mutierter Mause. Jiingere
Untersuchungen hatten gezeigt, dass sowohl hypothalamische NPY-, als auch POMC-Neurone,
M-Strom-Amplituden in relevantem Mafle aufweisen. Im Falle der NPY-Neurone konnten diese
durch Fasten reduziert werden, woraus eine erhohte Aktivitdt der entsprechenden Zellen und
eine erhohte Nahrungsaufnahme resultierte [109]. Dabei wird die Expression von KCN@Q2 und
KCNQ3 reduziert. M-Strome in POMC-Neuronen kénnen wiederum durch Serotonin beeinflusst
werden, dass an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, dhnlich dem muskarinischen Acetylcholin-
rezeptor bindet, und so {iber eine Verringerung des PIPs-Spiegels weniger M-Kanéle aktiviert
[110]. Eine erhohte Aktivitdt von POMC-Neuronen kann die Nahrungsaufnahme hemmen. Auch
hier ist der M-Strom demnach Teil eines fein abgestimmten Gleichgewichtes, dass tiber die Akti-
vitdt unterschiedlicher Zelltypen den Energiestoffwechsel und die Nahrungsaufnahme beeinflus-
sen kann. Eine Mutation in KCN@Q2 koénnte also durch eine verringerte M-Strom-Amplitude in
POMC-Neuronen zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme fithren. Dieser Effekt kénnte zu einer

Reduktion von Korpergewicht und -gréfle beitragen.

5.1.4 Netzwerkaktivitat und Verhalten

Synchrone Muster der Netzwerkaktivitat im Neocortex neonataler Ratten unterscheiden sich von
denen in adulten Tieren und sind von entscheidender Bedeutung fiir die Entwicklung des Ge-
hirns [68, 79]. Intrinsische Aktivitat im visuellen Cortex, die durch sogenannte retinale Wellen
induziert wird, nimmt dabei eine entscheidende Funktion ein [86, 53]. Zu den charakteristi-
schen kortikalen Aktivitdtsmustern in Ratten gehoren die sogenannten Slow Activity Transients
(SAT’s) [125, 139]. Diese konnten in den in dieser Arbeit untersuchten Tieren ebenfalls de-
tektiert werden. Andere Untersuchungen im Gehirn von Mé&usen hatten aber auch sogenannte
Spindle Burst-Oszillationen gezeigt [78]. Durch eine transgen exprimierte, dominant-negative
KCNQ@2-Untereinheit, wurde die Rate dieser Spindle Burst-Oszillationen stark erhoht [78]. Die
in homozygoten Tieren der Linien KCNQ2V™1% und CD1-KCONQ2N™15% gemessenen Spindle
Burst-Raten waren im Trend erniedrigt, erreichten aber keine statistische Signifikanz. Ursédchlich
fiir eine verédnderte Rate dieser charakteristischen Oszillationen kénnte ein defizienter M-Strom
sein [78].

In neonatalen Ratten konnten auch charakteristische Aktivitdtsmuster hippocampaler Akti-
vitdt gezeigt werden. Dazu gehoren Sharp Waves, aber auch Stratum Radiatum Oszillationen
(SRO) [79]. Letztere wurden auch schon in M&usegehirnen detektiert [78]. In dieser Arbeit konn-
te in homozygot mutierten KCNQ2V™1% Miusen, im Gegensatz zu dem dominant-negativen
Modell, eine stark erhohte Rate der Stratum Radiatum Oszillationen gezeigt werden. Dadurch
wurden die in vitro-Daten dieser Arbeit bestétigt, die auf eine erhohte Aktivitdat hippocampaler
Neuronen hingedeutet hatten. Da im Bereich des Stratum Radiatum Stromsenken vorzufinden

waren, wurde die detektierte Aktivitdt vermutlich aus der CA3-Region {iber die sogenannten
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Schaffer-Kollateralen in die CAl-Region projiziert [4]. Eine erhohte Aktivitdt auch in diesen
vorgelagerten Regionen konnte so eine erhéhte Aktivitit in CA1 erzeugen. Ein Grund dafiir, wes-
halb dies in dem M-Kanal-defizienten Modell der dominant-negativen transgenen Mé&use nicht
nachzuweisen war, kdnnte eine geringere Expression des Transgens in CA3 und einer dadurch
im Vergleich geringeren Beeintriachtigung des M-Stroms sein.

Auflerdem scheint der beobachtete Effekt der Mutation auf die hippocampale Aktivitéit stark
altersabhéingig zu sein. Das macht deutlich welcher Dynamik die Strukturen neonataler Gehir-
ne unterliegen, und das eventuell auch die strengere Eingrenzung untersuchter Altersgruppen
deutlichere Ergebnisse liefern konnte.

Eine ubiquitdr manifestierte M-Kanal-Defizienz fiihrt so im Mausmodell homozygoter
KCNQ2V182M/VI82M , einer statistisch signifikant erhdhten Aktivitéit im neonatalen Hippocam-
pus. Diese erhéhte Aktivitit konnte ein Symptom der im Gehirn von KONQ2V182M/VISZM_Tieren
stattfindenden Epileptogenese sein. Auflerdem kdnnten auch hippocampusabhéngige Lernpro-
zesse von dieser verdanderten Netzwerkaktivitdt betroffen sein.

Mit der BFNC sind héufig auch Stérungen kognitiver Fahigkeiten assoziiert. Generell gehen
mit Epilepsien nicht selten auch psychische Erkrankungen und Auffalligkeiten einher. Beispiele
hierfiir reichen von autistischen Stérungen, kognitiven und psychosozialen Defiziten insbesondere
bei Kindern, bis hin zu Depressionen [108, 107, 65]. Auch Formen der Hyperaktivitét bei Kindern,
assoziiert mit epileptischen Erkrankungen, sind bekannt [114].

Untersuchungen verschiedener epileptischer Tiermodelle haben verschiedene Auffélligkeiten
gezeigt, die mit dem jeweiligen epileptischen Phénotyp einhergingen [126, 49]. Haufig waren
dies jedoch Modelle in denen auch morphologische Verédnderungen sichtbar waren [105, 49]. In
der vorliegenden Arbeit konnten Einfliisse der Mutation KCNQ2V!%?M auf das Verhalten von
Méusen dargelegt werden. Dabei kamen unterschiedliche Hintergrundlinien zum Einsatz, da
mit einem Kinkreuzen der Mutation in die Linie CD1 die schlechten Zuchtergebnisse verbessert
werden sollten. Homozygot mutierte Tiere mit B6-Hintergrund standen aufgrund der schlechten
Ausbeute in der Zucht nicht in ausreichend grofier Zahl zur Verfiigung.

Die Mutation KCNQ2"#?M schien sowohl homo-, als auch heterozygot Einfluss auf die Grund-
aktivitdt der untersuchten Tiere zu nehmen. Eindeutige Hinweise hierfiir lieferten die Ergebnisse
im Open Field. Diese Befunde wurden durch die Analyse der Eintrittsrate im FElevated Plus Maze
bestétigt. Heterozygote Tiere zeigten dabei einen schwicheren Phéanotyp, der aulerdem variabler
zu sein schien. Untersuchungen im dominant-negativen KCN@2-Mausmodell hatten einen sehr
starken Anstieg der Aktivitit gezeigt [105]. Dariiber hinaus konnte eine beeintrichtigte raumli-
che Lernfihigkeit im Water Maze aufgezeigt werden [105]. Fiir KCNQ2V™/1%_Tiere konnten in
dieser Arbeit keine Defizite im Water Maze gezeigt werden. Dennoch scheint die Punktmuta-
tion KCNQ2V'82M heterozygot, vor allem aber homozygot das hippocampusabhingige Lernen
zu beeintréchtigen. So scheinen mutierte Méuse Defizite im Arbeitsgedédchtnis aufzuweisen, da
ein starker Effekt der Mutation KCNQ2"'8?M auf das Verhalten homozygot mutierter Miuse
im Y Maze zu erkennen war. Denkbar wére auch, dass die erhohte lokomotorische Aktivitat der
untersuchten Tiere in diesem Test fiir schlechtere Ergebnisse gesorgt hat.

Ein weiterer Hinweis auf eine Beeintrachtigung der Lernfihigkeit von mutierten Tieren der
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Linie KCNQ2N™134 lieferten die Untersuchungen des furchtassoziierten Lernens. Hier zeigten
heterozygote Tiere Beeintriachtigungen.

Zusammenfassend konnte ein relativ milder Verhaltensphénotyp, der vor allem heterozygot
fiir relativ variable Ergebnisse sorgte, beschrieben werden. Dabei waren sowohl die Bewegungs-
aktivitédt, als auch die Lernfidhigkeit der untersuchten Tiere betroffen. Eine erhohte lokomoto-
rische Aktivitdt konnte mit einer generell erh6hten Netzwerkaktivitédt erklart werden, wiahrend
die Lernfahigkeit direkt in Zusammenhang mit den im Hippocampus reduzierten M-Strom-
Amplituden gebracht werden kénnte. Der Hippocampus ist insbesondere fiir das Verarbeiten
von Informationen in Form von Lernprozessen von wichtiger Bedeutung [10]. Da auch in den in
vivo-Ableitungen eine erhohte Aktivitdt im Hippocampus gezeigt werden konnte, erscheint ein

Defizit in hippocampusabhingigen kognitiven Leistungen schliissig.

5.2 Behandlung neonataler Epilepsien - Retigabin oder Bumetanid?

Die ersten 14 Lebenstage konnten im Mausmodell als die Phase beschrieben werden, in der
ein intakter M-Strom fiir eine normale Entwicklung besonders wichtig ist. M-Kanal-Defizienz-
vermittelte Storungen konnten durch Aufrechterhalten normaler M-Stréme in dieser Periode
vermieden werden [105]. Die in dieser Arbeit durchgefithrten Behandlungsstudien wurden daher
in dieser Periode durchgefiihrt, um einen moglichst groffen Effekt zu erzielen. Auf den Menschen
bezogen entspricht diese Entwicklungsphase in etwa dem Ende des dritten Trimenons bis zur
Geburt.

5.2.1 Behandlung mit Retigabin

Da es sich bei dem in dieser Arbeit verwendeten Tiermodell um eine M-Kanal-defiziente Maus
handelte, ist der naheliegendste Behandlungsansatz einen spezifischen M-Kanal-Aktivator wie
Retigabin zu verwenden. Retigabin findet bereits Anwendung in der Behandlung epileptischer
Erkrankungen in Erwachsenen als additive Therapiemdoglichkeit. Aufgrund seiner lipophilen Ei-
genschaften kann Retigabin uneingeschrinkt die Bluthirnschranke passieren und erreicht im
Gehirn Konzentrationen, die mit denen im Plasma vergleichbar sind. Bei einer tédglichen Gabe
von 1200 mg liegen diese etwa in einer Plasmakonzentration von 1M vor [50].

Ein Problem, dass ebenfalls bei der Behandlung von Epilepsien, die durch Mutationen in
M-Kanélen verursacht werden, zu beachten ist, ist die Moglichkeit einer Beeintrachtigung des
Wirkmechanismus. So gibt es Mutationen oder Deletionen, die die Bindemotive in M-Kanélen
fiir Retigabin verdndern und so den Effekt von Retigabin vermindern oder aufheben kénnen [99].

Eine Wirksamkeit von Retigabin an M-Kanélen mit der Mutation KCNQ2"?%?M konnte in die-
ser Arbeit dargelegt werden. In Hirnschnitten tibertrafen die M-Strom-Amplituden homozygot
mutierter CAl1-Neurone bei einer Konzentration von 10 pM Retigabin sogar die ohne Retigabin
gemessenen Wildtypamplituden. Da in den behandelten M&ausen aber wahrscheinlich wesentlich
geringere Serumkonzentrationen erreicht wurden, wird der Effekt dort schwécher gewesen sein.

Dennoch konnte in postnatal behandelten KCNQ2V182M/V182M_ Tigren ein positiver Behand-
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lungseffekt festgestellt werden. So konnte sowohl die Uberlebensrate, als auch die Gewichtsent-
wicklung homozygot mutierter Méause verbessert werden. Dies erscheint schliissig, da Retigabin
universell dem Effekt der Mutation entgegenwirkt. Alle Bereiche in denen eine verringerte M-
Strom-Amplitude von Bedeutung sein kénnte, miissten durch die Gabe von Retigabin wieder in
Richtung des Normalzustandes bewegt worden sein. Funktionen neuronaler Zelltypen, fir die
eine variable M-Strom-Amplitude besonders wichtig ist, werden aber weniger von Retigabin pro-
fitiert haben. Da Retigabin eine Inaktivierung des Kanals erschwert und den offenen Zustand
stabilisiert, fithrt es wahrscheinlich zu einem konstant erhéhten M-Strom, der an Variabilitét
eingebiifit hat. Der Preis einer erhohten M-Strom-Amplitude ist also ein Defizit in der bedarfs-
gerechten Steuerung des M-Stromes. Dies mag dazu beigetragen haben, dass keine Hinweise auf
eine verringerte Krampthéufigkeit in der Neonatalperiode von P9-P13 durch Retigabin beschrie-
ben werden konnten. Moglicherweise war aber auch die eingesetzte Konzentration zu niedrig um
deutichere Effekte zu erzeugen. Auch Einfliisse der postnatalen Behandlung mit Retigabin auf
das Verhalten adulter Mause konnten nicht gezeigt werden.

Durch die zusétzliche prénatale Behandlung mit Retigabin konnte der positive Effekt auf
Uberlebensrate und Gewichtsentwicklung nicht signifikant verbessert werden. Allerdings deutet
die Tatsache, dass sehr viele retigabinbehandelte Wiirfe bereits an P1 tot oder nicht mehr aufzu-
finden waren darauf hin, dass die prianatale Behandlung der Muttertiere einen negativen Effekt

auf deren Verhalten gehabt haben konnte. Dies sollte bei zukiinftigen Studien beachtet werden.

5.2.2 Behandlung mit Bumetanid

Ein weiterer Behandlungsansatz bei M-Kanal-Defizienzen ist die Verminderung der Gesamt-
netzwerkaktivitdt im Gehirn. Klassische Pharmaka aus der Familie der Barbiturate oder Ben-
zodiazepine, die auch bei neonatalen Krampfanfillen eingesetzt werden, haben nicht immer den
gewiinschten Effekt [148]. Dies kann darauf zuriickzufithren sein, dass sich die Wirkung von
GABA, die durch diese Substanzen verstirkt wird, im neonatalen Gehirn von der im adulten
Gehirn unterscheidet. Eine Substanz, die deshalb schon in mehreren epileptischen Tiermodellen
eingesetzt wurde, ist Bumetanid. Bumetanid blockiert den in der Neonatalperiode stark aktiven
Chlorid-Importer NKCC1. Durch die Blockierung wird die intrazelluldre Chloridkonzentration
abgesenkt und die Wirkung von GABA wird weniger depolarisierend [82]. In Tierversuchen
konnte unter anderem eine erfolgreiche Verstiarkung des Effektes von Phenobarbital durch Bu-
metanid gezeigt werden [37]. Auch eine direkt durch Bumetanid verursachte Verédnderung von
neuronaler Erregbarkeit konnte beschrieben werden [82]. Im Menschen, auch fiir die Behandlung
von Neugeborenen, wurde Bumetanid schon seit langem erfolgreich als Diuretikum eingesetzt
[81]. Erste Fallstudien beschreiben eine antikonvulsive Wirkung von Bumetanid in Neugeborenen
[61].

Ein Problem bei der Behandlung von Epilepsien mit Bumetanid ist die Tatsache, dass es
sich bei Bumetanid um ein unter physiologischen Bedingungen stark ionisiertes Molekiil han-
delt, dass die Bluthirnschranke kaum passieren kann. Die beobachtete Wirksamkeit kénnte also

entweder durch eine sehr geringe Konzentration erzeugt werden, oder die Bluthirnschranke ist
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aufgrund der neuronalen Ubererregbarkeit stirker durchlissig. Verinderungen der Durchlissig-
keit der Bluthirnschranke konnten bereits beschrieben werden [69]. Interessant ist weiter, dass
fiir andere Diuretika, die an Ionenkanélen wirken die nicht im Gehirn exprimiert werden, eine
antikonvulsive Wirkung beobachtet werden konnte [82]. Der grofite Teil des systemisch ver-
abreichten Bumetanids reichert sich in der Niere an und ist dort fiir den relativ spezifischen
diuretischen Effekt verantwortlich. In héheren Dosierungen kann es daher zu unerwiinschten
Nebenwirkungen kommen. Sogenannte Prodrugs, also Derivate, die erst an ihrem Wirkort in
eine aktive Form umgesetzt werden, kénnten bei der antikonvulsiven Therapie von Vorteil sein,
da sie dazu beitragen die Bluthirnschranke in héheren Konzentrationen zu iiberwinden [82].

Eine iiberméfige Blockierung von NKCC1 im neonatalen Gehirn birgt die Gefahr einer gestor-
ten Entwicklung von sowohl glutamatergen, als auch GABAergen Synapsen. In NKCC1-knock-
out-Mausen konnte eine gestorte Maturation dieser wechselwirkenden Verschaltungssysteme ge-
zeigt werden, die allerdings nicht mit makroskopischen Verdnderungen im Gehirn verbunden war
[106, 143].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich moderate Bumetanidkonzentra-
tionen positiv auf die Uberlebensrate von KCNQ2V182M/V182M_\[5usen auswirken. Bei hoheren
Konzentrationen iiberwiegt vermutlich der diuretische Effekt, und sorgt fiir eine Sterberate von
100 % nach wenigen Tagen. Bei fast allen bumetanidbehandelten Tieren war auch eine trockene-
re Haut zu bemerken, was ebenfalls auf einen Fliissigkeitsmangel hindeutete. Nichtsdestotrotz
konnte neben der Uberlebensrate auch die Hiufigkeit beobachteter Krampfanfille beeinflusst
werden. So konnten in bumetanidbehandelten Jungtieren fast nie spontane Krampfanfélle be-
obachtet werden. Die Gewichtsentwicklung hingegen konnte nicht positiv beeinflusst werden.
Vielmehr gab es Hinweise auf Verschlechterungen hinsichtlich des Gewichtsdefizits. Ursachlich
konnte auch hier der Fliissigkeitsmangel gewesen sein.

Im Gegensatz zu der Behandlung mit Retigabin konnte fiir Bumetanid allerdings auch ein
Effekt auf den Verhaltensphinotyp gezeigt werden. Einer erhéhten Aktivitdt im Open Field
untersuchter KONQ2V182M/VISZ2M_\[5use scheint so durch eine postnatale Behandlung mit Bu-

metanid vorgebeugt worden zu sein.

5.3 Ausblick

Der in dieser Arbeit beschriebene Phéanotyp von KCNQ2V™ 134 _Miusen zeigte in weiten Teilen
Analogien zum Verlauf neonataler Epilepsien im Menschen. In Hinblick auf die kaum vorhande-
nen Auswirkungen beziiglich der Hirnmorphologie, besonders aber auch der milden kognitiven
Verhaltensphénotypen weist das KCNQ2V™1%4_Modell auch Parallelen zur BENC auf. Erstmals
gezeigt werden konnte ein Auftreten spontaner Krampfanfélle in einer relativ eng umgrenzten
neonatalen Periode. Neben dem KCNQ24%06T_Modell, das einen dhnlichen Phénotyp aufweist,
fiir das allerdings weder Verhaltensanalysen noch elektrophysiologische in vivo-Experimente pu-
bliziert wurden, eignet sich das in dieser Arbeit charakterisierte Modell sehr gut fiir pharmako-
logische Behandlungsstudien. Dennoch sind weitere Untersuchungen notwendig. Insbesondere in

der histologischen, immunhistochemischen, aber auch PCR-basierten Expressionsanalyse kann
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dieses Modell weitere Erkenntnisse liefern. Dariiber hinaus kann auch die weitere Analyse von
elektrophysiologischen in vivo-Daten das Verstdandnis der epileptogenen oder neuroprotektiven
Vorgiange der BFNC, sowie der grundlegenden Funktionen des M-Stromes erweitern. Im Hin-
blick auf die Untersuchung méglicher Regulationsmechanismen intrinsischer Plastizitdt scheint
vor allem das heterozygote Modell der KCNQ2"V!52M/+_Tiere sehr interessant zu sein. Auch in
vivo-Ableitungen der Hirnaktivitit heterozygoter Tiere konnten zu neuen Erkenntnissen fiithren.

In Bezug auf die Behandlung neonataler Epilepsien konnte diese Arbeit dazu beitragen, mogli-
che neue Behandlungsmoglichkeiten besser beurteilen zu konnen. Eine Behandlung mit Retigabin
kann vermutlich nicht alle negativen Effekte einer M-Kanal-Mutation kompensieren, wohl aber
viele der Symptome stark abmildern. Insbesondere konnte der Entwicklungsphénotyp beeinflusst
werden, was durch Bumetanid nicht gelang. Dennoch macht eine Behandlung mit Bumetanid
in Hinblick auf die allgemeine Netzwerkaktivitdt in neonatalen Gehirnen durchaus Sinn. Das
Auftreten von Krampfanfillen konnte durch Bumetanid beeinflusst werden.

Die Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Behandlung mit Pharmaka, die
unterschiedliche Wirkmechanismen aufweisen, vielversprechende Ansétze liefern kénnte. In zu-
kiinftigen Behandlungsstudien kénnte untersucht werden, ob der beobachtete positive Effekt
von Bumetanid und Retigabin additiv zu einer weiteren Verbesserung der Symptomatik in
KCNQ2N™134_Mzusen fithren kann.
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Summary

The ionchannel subunits Ky 7.2 and Ky7.3 form heteromeric voltage-gated potassium channels
that mediate the so-called neuronal M current, which is a repolarizing current already active in
the subthreshold membrane potential range. A disruption of normal M channel function due to
mutations in the respective genes KCNQ2 and KCNQ3 is associated with neonatal epilepsies in
humans.

In the present study the KCNQ2V™1%4 mouse model, in which a chemically induced missense
mutation in KCNQ2 causes the replacement of valine 182 by methionine, was investigated.
Homozygous KCONQ2V182M/VIS2M yice exhibited spontaneous seizures, resulting in a significant
increase in lethality. Furthermore, the homozygous mutant mice displayed reduced body weight
and size.

The biophysical properties of heteromeric wildtype and mutant Ky7.2/Ky 7.3 channels hete-
rologously expressed in Xenopus laevis oocytes were characterized using two-electrode voltage
clamp recordings. These measurements revealed a shift of voltage-dependent channel activati-
on towards more positive membrane potentials for channels containing Ky 7.2V%¥M subunits
resulting in a decrease in relative current amplitudes.

In line with these results, voltage clamp experiments with hippocampal CA1l neurons from
KCNQ2V182M/VISZM mjce revealed a comparable shift in the open probability of hippocam-

2VI8M  gybunit-expressing

pal M channels. As a consequence, cellular excitability in Ky/7.
mice was increased. The hyperexcitability at the cellular level was associated with increa-
sed hippocampal activity at the network level, as shown by acute in vivo depth recordings
from neonatal KONQ2V182M/VISZM ynice. Behavioural testing of adult KCNQ2VI52M/*_ and
KCNQ2V182M/VI82M gnimals revealed increased levels of locomotor activity and an impairment
of hippocampus-dependent working memory.

Postnatal treatment of homozygous KCONQ2V182M/VISZM animals with the M channel opener
retigabine positively influenced survival rates and body weight development. Treatment with the
NKCCI1 blocker bumetanide had a similar effect on the survival rate of animals. In addition, there
was a trend towards a decrease in the number of observed spontaneous neonatal seizures. While
body weight development was not improved in bumetanide-treated mutants, the development

QVI82M/VISZM gnimals was prevented.

ONmf134

of locomotor hyperactivity observed in adult KCNQ

The results of this study present the first comprehensive characterization of the KCNQ
mouse model at cellular, network and behavioural levels and provide further insights into the
important role of Ky7/M channels in neonatal brain development as well as information on

possible new treatment strategies for neonatal epilepsies.
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