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Die vorliegende Dissertation beruht auf experimentellen Daten, die am Institut
fiir Physiologie der Otto-von-Guericke Universitét (Institutsleiter: Prof. Dr. rer. nat.
Hans-Christian Pape) unter der Betreuung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Hans-
Christian Pape und unter der Mitbetreuung durch Herrn PD Dr. rer. nat. Thomas
Budde erstellt wurden. Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind Untersuchungen zur
Expression und funktionellen Relevanz der neu-klonierten Familie der Zwei-Poren
K*-Kanéle (TASK Unterfamilie) in thalamischen Schaltneuronen:

Thalamische Schaltneurone zeigen zwei grundlegend verschiedene Aktivitdtsmodi:
eine niederfrequente, oszillatorische Aktivitat (auch Salvenaktivitdt genannt) findet
sich wiahrend des Schlafs, bei tiefer Anésthesie und bei bestimmten Arten epilep-
tischer Anfille. Davon abzugrenzen sind eine hochfrequente, oszillatorische Aktivitat
im Gammabereich und eine tonische Aktivitdt bei Wachheit. Grundlage dieser Ak-
tivitdtszustande ist das Membranruhepotenzial, dessen molekulare Natur allerdings
bis heute nicht vollumféanglich verstanden ist. Allgemein akzeptiert ist die Vorstel-
lung, dass das Membranruhepotenzial durch Leitfdhigkeiten, welche unterhalb der
Feuerschwelle der Zellen aktiv sind, determiniert wird. Dabei scheinen eine K*-
Leckleitfidhigkeit und der durch HCN-Kanéle getragen I, von besonderer Bedeutung
zu sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Expression, Modulation und Funk-
tion von Ionenkanélen der Zwei-Poren K™-Kanile (TASK Unterfamilie) in thalami-
schen Schaltneuronen an Einzellzellen und im Hirnschnittpraparat untersucht. Mittels
elektrophysiologischer Messungen, PCR-Techniken, in situ Hybridisierung, Immunhi-
stochemie und Computersimulationen konnte die Expression der TASK-, sowie HCN-
Kanéle nachgewiesen werden. Dabei scheinen TASK-Kaniile fiir einen deutlichen An-
teil der vorbeschriebenen K*-Leckleitfahigkeit verantwortlich und durch Transmitter
des aufsteigenden Hirnstammsystems beeinflussbar zu sein.

Funktionell vermitteln diese Kanéle weitestgehend zeit- und spannungsunabhéngige
K*-Hintergrundstrome mit einer deutlichen Auswiértsgleichrichtung und einem Um-
kehrpotenzial nahe dem errechneten K*-Gleichgewichtspotenzial. Sie sind - gerade
in der funktionellen Interaktion mit HCN-Kanélen - massgeblich an der Entstehung
und Aufrechterhaltung des Membranruhepotenzials beteiligt. Eine Beeinflussung die-
ser Interaktion, z.B. durch Pharmaka, durch ein knock out Konstrukt fiir HCN2 oder
durch eine dquivalente Parameteranpassung im Computermodell, fithrt zu einer deut-
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lichen Verschiebung des Membranpotenzials und dadurch bedingt, zu einem Wechsel
des Aktivitdtsmodus der Zellen.

Die gewonnenen Daten liefern einen Einblick in die Rolle von K5P in thalamokortika-
len Schaltneuronen und tragen damit zu einem besseren Versténdnis der Thalamus-
physiologie und der Informationsverarbeitung auf zellulirer Ebene bei. Sie kénnen
als Grundlage fiir Arbeiten iiber pathophysiologische Vorgidnge im genannten Kon-
text dienen.

Stichworte: Thalamus, thalamokortikale Schaltneurone, Hirnschnittpraparate, Zwei-
Poren-K*-Kanile, TASK-Kanéle, Leckleitfihigkeiten, HCN-Kaniile, Acetylcholin-
Rezeptoren, Halothan, Muskarin, Bupivacain, pH-Wert, Spermin, Elektrophysiologie,
voltage clamp, current clamp, tonisches Feuerverhalten, Salvenaktivitdat, Immunzyto-
chemie, computer modelling, in situ Hybridisierung, Polymerasekettenreaktion (PCR)
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1 Einleitung

1.1 Der Thalamus als ,,Schaltzentrale* zwischen
Peripherie und Kortex

Das thalamokortikale Netzwerk wird durch zwei fudamental unterschiedliche Akti-
vitdtszustinde charakterisiert [113, 117]: niederfrequente (< 15 Hz) oszillatorische
Akitvitat findet sich wiahrend des natiirlichen Schlafs, tiefer Anédsthesie und bei be-
stimmten epileptischen Anfillen, wihrend eine hochfrequente, oszillatorische Akti-
vitét im Gammabereich und tonische Aktivitdat bei Wachheit nachweisbar sind (Abb.

1.1)
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Abb. 1.1 Aktivitadtsmuster im thalamokortikalen Netzwerk bei Schlaf und Wachheit. Das
Netzwerkschema (Mitte) zeigt zwei synaptische Schaltkreise, die rekurrente Netzwerkoszillationen
fordern: a) Axone thalamischer Schaltneurone erreichen den zerebralen Kortex; Axone kortikaler

Neurone projizieren zuriick in den Thalamus; b) Axonkolaterale thalamischer Schaltneurone und
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kortikofugaler Neurone innervieren Neurone des Nukleus retikularis thalami, der iiber GABAerge
synaptische Verbindungen rekurrente Hemmung in den Schaltneuronen vermittelt. Dariiber hin-
aus sind lokale Interneurone in die Schaltkreise eingebunden (+, exzitatorische Verbindungen; -,
inhibitorische Verbindungen). Die Originalmessungen zeigen Elektroenzephalogramm (EEG) und
intrazelluldre Ableitungen der elektrischen Aktivitit eines Schaltneurons im Corpus geniculatum
laterale pars dorsalis (CGLd, Hauptstation der priméren Sehbahn im Thalamus) der Ratte in vivo
und in einem Schnittpraparat in vitro. Hyperpolarisation der Schaltneurone induziert oszillatorische
Entladungssalven (,, Burst“-Modus), die im thalamokortikalen Netzwerk synchronisiert werden, in
den typischen Schlafwellen des EEG zum Ausdruck kommen und die reduzierte, sensorische Ant-
wortbereitschaft wiahrend dieser Stadien begriinden. Depolarisation induziert tonische Serien von
Aktionspotenzialen (,,Schalt“-Modus), die eine direkte Ubertragung eintreffender, sensorischer Si-

gnale zum Kortex wéhrend der Wachheit ermdglichen [96].

Auf zellularem Level ist die langsame, oszillatorische Aktivitdt mit der rhythmi-
schen Generierung von Aktionspotenzialsalven (bursts) assoziiert, wiahrend die to-
nische Aktivitdt durch Sequenzen einzelner Aktionspotenziale charakterisiert wird.
Dabei unterliegt die tonische Aktivitdt dem wahrheitsgetreuen Transfer von Sinnes-
informationen aus der Peripherie zu nachgeschalteten kortikalen Arealen [113]. Aus
diesem Grund wird der Thalamus auch als ,,das Tor zum Bewusstsein® bezeichnet
[96]. Der Wechsel zwischen den beiden beschriebenen Aktivitdtsmodi ist mit einer
Depolarisation der Membran verbunden und wird unter anderem durch die Frei-
setzung von Neurotransmittern aus den Terminalen des aufsteigenden Hirnstamm-
systems wahrend des Aufwachens bedingt [66]. Dabei spielen Acetylcholin (ACh),
Noradrenalin (NA) und Serotonin (5-HT') eine wichtige Rolle. Diese Transmitter wer-
den aus Neuronen der cholinergen Hirnstammkerne, dem Locus coeruleus und den
Raphekernen freigesetzt.

1.2 Konstitution des Membranruhepotentials -
Intrinsische Eigenschaften thalamischer Neurone

Aktuelle Erkenntnisse zur Funktion des Thalamus stammen aus Untersuchungen zu
den Grundlagen der Entstehung des Membranruhepotenzials von thalamokortikalen
Schaltneuronen. Bisher ist trotz seiner fundamentalen Rolle fiir die Funktion zentra-
ler Neurone, nur wenig iiber die am Membranruhepotenzial beteiligten ITonenkanéle
bekannt. Generell wird vermutet, dass dem Membranruhepotenzial Leitfahigkeiten zu-
grunde liegen, die unterhalb der Schwelle fiir die Generierung von Aktionspotenzialen
aktiv sind, wobei K*-Leckleitfihigkeiten (Ix, siehe 1.3) und Schrittmacherkanélen
(siehe 1.5) eine wichtige Rolle zugesprochen wird. Die Modulation dieser Ionenkanéle



1.3 Beeinflussung der thalamischen Leckleitfihigkeit

ist von entscheidender Bedeutung fiir die Regulation der Erregbarkeit und Funktio-
nalitdt von Neuronen [37].

Wie bisher dargestellt wurde, zeigen thalamische Schaltneuronen grofie, vom indi-
viduellen Verhaltenszustand abhingige Anderungen des Membranruhepotenzials. Da-
her sind diese Zellen als Modellsystem geeignet, solche modulierbaren Leckleitfdhig-
keiten zu untersuchen.

Hilfreich fiir die Untersuchungen war die Klonierung von vier Mitgliedern der
HCN-Kanalfamilie (HCN1-4; auch als Schrittmacherkanile bezeichnet), welche dem
Hyperpolarisations-aktivierten Kationenstrom (Ij,) unterliegen (siehe 1.5), sowie die
molekulare Identifikation der grofen Familie von Zwei-Poren-Doménen-K*-Kanilen
(KyoP-Kanile), die weitgehend zeit- und spannungsunabhéngige K*-Hintergrund-
strome vermitteln. Uber Sequenzhomologien und aufgrund ihrer unterschiedlichen
Empfindlichkeit gegeniiber physikochemischen Parametern und Modulatoren, konn-
ten die KyP-Kanéle in eine Reihe von Untergruppen aufgeteilt werden [49, 57]. Hierzu
gehoren die pH-sensitiven TASK-Kanile (TWIK-related acid-gensitiv K*-channels),
die durch Acetylcholin und Lokalanésthetika inhibiert, sowie durch Inhalationsnarko-
tika aktiviert werden (siehe 1.4).

1.3 Beeinflussung der thalamischen Leckleitfahigkeit

Ein entscheidender Schritt zur Depolarisation thalamischer Schaltneurone ist die Ab-
nahme der KT-Leckleitfahigkeit (157 ) zum Beispiel durch die Aktivierung von muska-
rinergen ACh-Rezeptoren oder a-adrenergen Rezeptoren [71, 72]. Zusétzlich konnte
experimentell nachgewiesen werden, dass Inhalationsnarkotika das Membranruhepo-
tenzial hyperpolarisieren kénnen und damit die neuronale Erregbarkeit thalamokor-
tikaler Zellen hemmen. Dies geschieht durch die Erhohung einer K*-Leitfahigkeit, die
zum Kurzschluss anderer Leitfahigkeiten fithrt [108, 107]. Bis heute ist die genaue mo-
lekulare Natur der Tonenkanile, die der K*-Leckleitfihigkeit in thalamischen Nerven-
zellen unterliegen, unbekannt. Dennoch kann man sagen, dass die K*-Leckleitfihigkeit
eine zentrale Rolle in der Stabilisierung des Membranruhepotenzials in den meisten
Neuronen des zentralen Nervensystems einnimmt. Erst kiirzlich konnte mit der Ent-
deckung einer neuen Familie von K™-Kaniilen, den sogenannten Zwei-Poren Doménen
K*-Kanilen (KyP), das molekulare Korrelat der K*-Leckleitfahigkeit in einer Reihe
verschiedener Zelltypen identifiziert werden [33].

Neben den KyP tragen eine Reihe weiterer Leitfahigkeiten zum stehenden Aus-
wirtsstrom (IKsp, standing outward current) bei. So spielen persisitierende Nat-
Kanile, einwérts-gleichrichtende K*-Kanéle, nicht-inaktivierende K*-Kanile und
verschiedene Schrittmacherkanéle eine wichtige Rolle [79].
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1.4 Mitglieder der Zwei-Poren Domianen K*-Kanal
(K2P) Familie

Der Name der Kanalfamilie bezieht sich auf die einzigartige Membrantopologie der
Kanaluntereinheiten: zwei Poren-formende P-Doménen werden von vier Transmem-
branregionen flankiert, die wiederum als Tandem arrangiert sind (Abb. 1.2).

A
THIK-1
THIK H THIK-2
] TASK-3
TASK-1
— TRESK
TWIK-1
v
B KCNK7
Phylogenetischer Stammbaum —_— TASK-2
identifizierter K,P des Menschen \—E TALK-2
TASK-4
TREK-1
——
L TREK-2
TRAAK

Abb. 1.2 Familie der Zwei-Poren Doménen K'-Kanile (KyP). (A) Membrantopologie
der Kanile mit zwei Poren-formenden P-Dominen (P1, P2) und vier im Tandem organisierten
Transmembranregionen (M1-M4). (B) Phylogenetischer Stammbaum der 15 human identifizierten
K5P. Dabei bilden die Kanéle TASK1, TASK3 und TASK5 aufgrund ihrer Sensitivitéit gegeniiber

extrazelluldrer pH-Wert Verringerung und ihrer Sequenzhomologien eine eigene Unterfamilie.

Funktionell vermitteln die meisten KyP weitgehend zeit- und spannungsunabhéngi-
ge K™-Hintergrundstrome mit unterschiedlichsten Eigenschaften. Thnen wird ein wich-
tiger Beitrag an der K'-Leckleitfdhigkeit zugesprochen [7, 58, 100] und sie tragen
somit entscheidend zur Aufrechterhaltung des Membranruhepotenzials bei. Die 15
human identifizierten KoP Kanalproteine werden aufgrund ihrer funktionellen Eigen-
schaften und ihrer Sequenzhomologien in sechs Unterfamilien eingeteilt [102]. Die
KyP Untereinheiten formieren sich sowohl als Dimere [104] als auch als Hetero-
dimere. Wihrend einige Kanaluntereinheiten zeit- und spannungsunabhéngige K-
Leckstrome vermitteln, erhoht sich bei anderen Subtypen (z.B. TASK-Kanile) die
Offenwahrscheinlichkeit mit zunehmender Depolarisation. Die meisten KoP koénnen



1.5 HCN-Kanaéle

aktiv reguliert werden. Verschiedene Neurotransmitter bzw. Neuromodulatoren sind
in der Lage, iiber G-Protein gekoppelte Rezeptoren KsP zu verschliefen und somit
zur Depolarisation der Zelle beizutragen. In thalamischen Zellen ist diese Depolari-
sation mit einem Wechsel von oszillatorischer Aktivitdt hin zu tonischen Aktivitat
verbunden [77, 81, 123|. Dariiber hinaus wird die Kanalaktivitdt durch verschiedene
Stimuli, wie zum Beispiel Temperatur, pH, Phospholipide, Anésthetika etc. reguliert.

Basierend auf ihrer Sensitivitiit gegeniiber extrazelluliren pH-Wert Anderungen
konnten fiinf Kanalspezies als Saure-sensitive (TASK1-5, acid-sensitive) Kanéle klas-
sifiziert werden [7, 50]. In drei neuronalen Zelltypen des zentralen Nervensystems
konnte der Transmitter-sensitive Ruhestrom bereits mit TASK1- [81, 123] und zusétz-
lich mit TASK3-Kanélen [35, 129] in Verbindung gebracht werden. In der Ganzzell-
Konfiguration der patch-clamp Technik zeigen Strome durch TASK1- oder TASK3-
Untereinheiten bei physiologischen K*-Konzentrationen eine Auswirtsgleichrichtung
und sie werden durch verringerte extrazellulare pH-Werte inhibiert. In rekombinan-
ten Expressionssystemen und unter in vivo Bedingungen kénnen TASK1 und TASK3
Heterodimere bilden, sofern die entsprechenden Zellen beide Gene in ausreichendem
Mafle exprimieren [1, 2, 16, 47]. Andererseits konnen sie auch als Homomere funktio-
nell aktiv sein, falls TASK1 oder TASK3 die Expression dominieren [14, 17]. Aufgrund
der (1) iiberlappenden Genexpressionsmuster, (2) der Ahnlichkeiten in den Ganzzell-
stromen durch einzelne Kanaluntereinheiten und (3) durch die Bildung von hetero-
dimeren Kanélen mit z.T. intermedidren Eigenschaften wird die Untersuchung des
molekularen Ursprungs nativer Leckstrome erschwert. Knock out Mause sind in die-
sem Zusammenhang ein willkommenes Mittel, um in vitro und in vivo die funktionelle
Rolle bestimmter K9P untersuchen zu kénnen.

Zum Beispiel konnte die Diversitéit von KoP in adulten, zerebelldaren Koérnerzellen
in einer kiirzlich erschienen Arbeit mittels einer TASK1 knock out Maus (TASK17/7)
weiter aufgeschliisselt werden [1]. Kornerzellen exprimieren vier KoP Gene: TASKI,
TASK3, die TREK2¢ Splicevariante und THIK2. In der TASK1~/~ blieb der IKgo
unveréndert. Das Membranruhepotenzial war im Vergleich zu den Kontrolltieren zwar
unverindert, aber der Strom wurde Zn?*-sensitiv. Diese Befunde legen nahe, dass die
meisten TASK Kanéle in Kornerzellen als TASK1/TASK3 Heterodimere vorliegen
und es in TASK1-defizienten Tieren zur Bildung von TASK3 Homomeren kommt.
Die fehlende Abnahme der IKgo Amplitude konnte durch einen gegenregulierenden
Effekt der verbleibenden KsP erkléart werden.

1.5 HCN-Kanale

Der Hyperpolarisations-aktivierte Kationenstrom wurde vor iiber 20 Jahren zunéchst
in Herz- und dann in Nervenzellen entdeckt und aufgrund seiner interessanten bio-
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physikalischen Eigenschaften als Iy (,funny®), I, (,,queer) oder I, (,,hyperpolariza-
tion-activated*) bezeichnet [109]. ) -

Dabei werden die dem Strom unterliegenden Kanéle durch die HCN- (,, hyperpolariza-
tion-activated, cyclic nucleotide-gated”) Kanalfamilie (HCN1-4) kodiert. Jede HCN-
Untereinheit setzt sich aus sechs Transmembransegmenten zusammen, wobei Segment
4 (S4-Untereinheit) in Analogie zu Depolarisations-aktivierten Kanilen den Span-
nungssensor darstellt und positiv geladen ist. Zusatzlich zeigen HCN Kanile eine
Poren-formende Region, die eine Glycin-Tyrosin-Glycin (GYG)-Sequenz enthélt, wie
sie auch in K*-selektiven Kanélen gefunden wird. AuBerhalb dieses Motivs variiert
die Aminosiuresequenz zwischen HCN- und K*-Kaniilen, was eine Erklarung dafiir
sein konnte, dass HCN-Kanéile auch Na'-Ionen passieren lassen. Ein weiteres Cha-
rakteristikum der HCN-Isoformen ist die 120 Aminoséuren lange Bindungsdoméne
fiir zyklische Nukleotide (CNBD; , cyclic nucleotide-binding domain®) am Carboxy-
terminalen Ende. Diese besteht aus einem C-Linker, der anschlieBenden 3-Region,
sowie einer C-Helix und vermittelt die Reaktion der Kanéle gegeniiber cAMP [128].
Ein Histidinrest in Position 321 nahe dem zytoplasmatischen S4-S5-Linker stellt den
pH-Sensor der HCN-Kanile dar.

Alle vier HCN Isoformen konnten im Gehirn von Sdugetieren nachgewiesen werden,
wobei eine regional unterschiedliche Expression gefunden wird [82, 83]. Wahrend
HCN2 in weiten Bereichen des Gehirns stark exprimiert ist, zeigt HCN3 eine all-
gemein schwache Expression. Dariiber hinaus gilt HCN1 als die corticale und HCN4
als die thalamische Isoform.

In elektrophysiologischen Experimenten stellt I, einen gemischten Kationenstrom dar,
der ausgehend von depolarisierten Werten durch Spannungsspriinge zu Membranpo-
tenzialen negativer als -50 bis -60 mV aktiviert wird. Die Kinetiken der Aktivierung
durch Hyperpolarisation bzw. die Deaktivierung nach Repolarisation sind komplex
(zur Ubersicht: [92]. In thalamischen Schaltneuronen verliuft die Aktivierung sehr
langsam, so dass es einige Sekunden dauert, bis ein konstantes Niveau (,, steady state*)
erreicht wird. Aus verschiedensten experimentellen Ansdtzen konnten letztlich vier
physiologische Funktionen des beschriebenen Stroms abgeleitet werden: 1.) die Kon-
trolle der Schrittmacheraktivitit in Herz- und Nervenzellen, 2.) die Stabilisierung
des Membranruhepotenzials, 3.) die Beteiligung an der Kontrolle des Membranwider-
stands und der dendritischen Integration, sowie 4.) die Regulation der synaptischen
Transmission [109].

1.6 Funktionelle Relevanz der Modulation von KsP-
bzw. HCN-Kanilen

Thalamokortikale Schaltneurone bieten ein gutes Zellmodell zur Untersuchung der
am Membranruhepotenzial beteiligten Leitfdhigkeiten, da dieser Zelltyp grofle Ver-
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schiebungen im Membranpotenzial zeigen kann, die mit einem Wechsel des vorher-
schenden Aktivitdtsmodus (rhythmische Salvenaktivitéit bei Hyperpolarisation versus
tonische Aktionspotentialgenerierung bei depolarisierteren Membranwerten) einher-
gehen [117]. Wichtig innerhalb dieses Systems ist dabei die Beobachtung, dass das
depolarisations-induzierte Sistieren der Salvenaktivitit iiber eine Inhibition der K*-
Leckleitfahigkeit erreicht werden kann (siehe auch 1.3). Das molekulare Korrelat konn-
te allerdings bis heute nicht identifiziert werden (siche 1.4). Dariiber hinaus konnte
weiterhin belegt werden, dass der beschriebene Aktivitdtsmodus thalamischer Zellen
weiterhin von der Zunahme des I, abhéingt und {iber Transmitter des aufsteigenden
Hirnstamms beeinflussbar ist [66]. Somit stellt sich also die Frage welchen Anteil bei-
de Leitfdhigkeiten innerhalb des beschriebenen Systems haben und/oder in wieweit
sich beide Strome gegenseitig beeinflussen. Weiterhin bleibt unklar welchen Einfluss
Transmitter des aufsteigenden Hirnstamms auf beide Leitfdhigkeiten ausiiben und zu
welchen funktionellen Konsequenzen diese Beeinflussung im Hinblick auf den Akti-
vitdtszustand thalamischer Zellen fiihrt.

1.7 Fragestellung und experimenteller Ansatz

In der vorgelegten Arbeit wurden Hirnschnittpriaparationen und Einzelzellen des
dCGL aus Ratten und Mé&usen verwendet. Dabei bietet das dCGL als Modellsys-
tem fiir thalamische Schaltkern des Thalamus die folgenden Vorteile: 1.) die Zellen
des dCGL (Schalt- und Interneurone) sind beziiglich ihrer intrinisischen Eigenschaf-
ten bereits gut vorcharakterisiert, so dass neue Ergebnisse gut eingeordnet werden
konnen. 2.) das dCGL ist der thalamische Schaltkern des gut untersuchten visuel-
len Systems; dadurch kénnen neue Ergebnisse im funktionellen Zusammenhang in-
terpretiert werden, 3.) thalamische Schaltneurone des dCGL exprimieren unter den
KyP-Kanilen besonders TASK1 und TASK3 und eigenen sich daher gut fiir die zu
untersuchende Fragestellung.

In der vorliegenden Arbeit wurden elektrophysiologische, molekularbiologische, bio-
chemische und Computermodellierungstechniken angewandt, um den Beitrag der
TASK-Kanalfamilie zur K*-Leckleitfahigkeit in thalamischen Schaltneuronen zu un-
tersuchen. Dabei stellt sich zunéchst die Frage, ob TASK-Kanile das molekulare
Korrelat des lange zuvor beschriebenen Iy thalamischer Schaltneurone darstellt.
Neben den biophysikalischen Eigenschaften der Leitfihigkeit (z.B. Umkehrpotential,
Auswértsgleichrichtung usw.) sollte ein pharmakologisches Profil der Kanéle erarbei-
tet werden (z.B. Aktivierung mit dem systemischen Inhalationsnarkotikum Halothan,
Blockade durch Bupivacain, pH-Wert Verringerung, Einfluss von divalenten Katio-
nen, Inhibition durch Spermin usw.). So stellt sich z.B. auch die Frage, ob innerhalb
der TASK-Kanalfamilie einzelne Untereinheiten pharmakologisch unterschieden wer-
den konnen. Dariiber hinaus sollte die funktionelle Interaktion der TASK-Kanéle mit
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HCN-Kanélen sowie der moglicherweise daraus resultierende stabilisierende Effekt auf
das Membranruhepotenzial der Zellen naher charakterisiert werden. Hierbei stellt sich
ebenfalls die Frage in wieweit Transmitter des aufsteigenden Hirnstamms die beiden
Leitfahigkeiten beeinflussen und so iiber die Verdnderung des Membranpotentials der
Zellen eine Beeinflussung der Aktionspotenzialgenerierung bewirken kénnen.

Dazu sollte zunéchst mittels molekularbiologischer Methoden die Expression der
TASK-Kanile im dCGL auf Gewebeniveau untersucht und anschliefend in Kombi-
nation mit immunzytochemischen Verfahren auf Einzelzellebene beschrieben werden.
Im néchsten Schritt sollte unter Verwendung der Spannungsklemme der patch-clamp
Technik {iberpriift werden, ob der Kanalexpression auch eine Stromantwort unterliegt,
wobei die fiir TASK-Kanile typischen pharmakologischen Eigenschaften ausgenutzt
wurden (siehe oben). Dabei stellte sich die Frage, inwieweit die blocker-sensitiven
Stromkomponenten — vermeintlich durch TASK-Kanile getragen — die typischen
Eigenschaften, wie etwa eine signifikante Auswéirtsgleichrichtung und ein fiir reine
K*-Strome charakteristisches, negatives Umkehrpotenzial zeigen. Die funktionelle
Relevanz der Kanéle fiir die Vermittlung der Effekte durch freigesetzte Transmitter
aus Terminalen des aufsteigenden Hirnstammsystems sollte mit Muskarin als ACh-
Rezeptor-aktivierende Substanz gezeigt werden. Der Theorie zur Folge, sollte die Mo-
dulation der massgeblich an der Aufrechterhaltung des Membranruhepotenzials betei-
ligten K*-Leckleitfihigkeit zu einer Beeinflussung des Aktivitdtsmodus der untersuch-
ten Zellen fithren. Daher sollte mittels der Stromklemme der patch-clamp Technik die
mogliche Verschiebung des Membranruhepotenzials durch TASK-Kanalmodulatoren,
sowie der damit verbundene Einfluss auf das Feuerverhalten (Salvenaktivitét versus
tonische Aktionspotenzialgenerierung) charakterisiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte neben diesen grundlegenden Charakterisierungen
die Interaktion der TASK-Kanile mit einer weiteren, fiir die Aufrechterhaltung des
Membranruhepotenzials wichtigen, durch HCN-Kanéle vermittelten Leitfahigkeit (Ij,)
beschrieben werden. Dazu sollte wiederum auf Gewebeebene und fiir Einzelzellen die
Koexpression beider Kanalfamilien aufgezeigt werden. Die Untersuchung der funk-
tionellen Interaktion und der damit verbundene Einfluss auf das Membranpotenzial
und das Feuerverhalten der Zellen wurde mittels pharmakologischer Beeinflussung im
Hirnschnittpraparat von Long Evans Ratten, mittels einer fiir HCN2-Kanile defizi-
enten knock out Maus, sowie mittels eines single compartment Computermodells einer
thalamischen Zelle vorgenommen.
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2 Material und Methode

Eine detaillierte Auflistung einzelner, verwendeter Losungen ist zusétzlich im Anhang
aufgefiihrt.

2.1 Elektrophysiologische Untersuchungen

2.1.1 Praparation der Hirnschnittpraparate

Die in der vorgelegten Arbeit fiir elektrophysiologische Ableitungen verwendeten Ver-
suchstiere (Long Evans Ratten, C75Bl6 Mé#use) wurden zwischen dem 12. und 20.
postnatalen Tag (p12-20) tief mit dem systemischen Anésthetikum Halothan betdubt
und dekapitiert. Nach dem Eroffnen der Schédelkalotte konnte in situ ein circa 8-10
mm starker, das dCGL beinhaltender, Gewebeblock prapariert werden, der im An-
schluss in eine eisgekiihlte physiologische Salzlosung iiberfithrt wurde. Diese Losung
beinhaltete die folgenden Substanzen (in mM): Sukrose, 200; PIPES, 20; KCI, 2.5;
NaH,POy, 1.25; MgS0Oy, 10; CaCl, 0.5; Dextrose, 10. Der pH-Wert wurde mit NaOH
auf 7,35 eingestellt. Zur Versorgung des Gewebes wurde die Losung mit Sauerstoff
begast.

Im Anschluss an die Préaparation erfolgte der Transfer des Gewebeblocks auf ein Vi-
bratom (Modell 1000, Ted Pella, Redding, CA, USA) mit dem koronare, circa 300
pm dicke Praparate geschnitten werden konnten. Zur besseren Handhabung wurden
die erhaltenen Hirnschnitte noch einmal in der Mitte geteilt, so dass jeweils 2, das
dCGL beinhaltende Praparate pro Schnitt fiir die spéteren Messungen zur Verfiigung
standen. Insgesamt erhielt man mit dieser Vorgehensweise 4-6 geeignete Schnitte pro
Versuchstier. Die Hirnschnittpraparate wurden danach zur Aufbewahrung in eine
Haltekammer iiberfiihrt. Diese enthielt eine Bikarbonat-gepufferte Losung (standardi-
sierte ACSF - artificial cerebrospinal fluid) der folgenden Zusammensetzung (in mM):
NaCl, 125; KCI, 2.5; NaHyPOy, 1.25; NaHCOg3, 24; MgSQOy, 2; CaCl,, 2; Dextrose, 10.
Die Versorgung mit Sauerstoff und die Aufrechterhaltung eines pH-Werts von 7,35
erfolgten durch die Begasung mit einem Gemisch aus 95% O und 5% COs. In diesem
Medium wurden die Praparate zunéchst fiir 20 Min. bei 30°C inkubiert und danach
fiir die Dauer der Versuche bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die exakte Temperatur
wurde iiber ein umgebendes Wasserbad sichergestellt. Insgesamt sollte eine Adapta-
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tionsphase von einer Stunde gewéhrleistet sein, bevor mit den elektrophysiologischen
Messungen begonnen wird.

Abb. 2.1 Koronare Hirnschnittpriparation von Ratten. (A) Gehirn in situ. (B) Schemati-
sche Darstellung eines koronaren Hirnschnittpraparates mit grau eingefarbtem dCGL. 1 - Kortex, 2
- Hippokampus, 3 - dCGL, 4 - Nkl. ventrobasalis thalami.

2.1.2 Praparation akut-isolierter Einzelzellen

Um aus den oben beschriebenen Hirnschnittpraparaten akut-isolierte Einzelzellen zu
erhalten, wurden die Schnitte in einer spinner flask mit PIPES-haltigem Inkubations-
medium (siehe Anhang) tiberfithrt. Dort wurden eine kontinuierliche Versorgung mit
O, und eine konstante Temperatur sichergestellt. Die Temperatur wurde zunéchst auf
10°C eingestellt und dann sukzessive (alle 5 Min. um 5°C) auf 30°C erhoht. Zur Isolie-
rung der Einzelzellen wurden die Gewebe fiir 25-30 Min. mit dem Enzym Trypsin (Sig-
ma Typ XI, Img/ml) behandelt. Die Wirkung des Enzyms wurde nach Beendigung
der Verdauung nicht durch Antagonisten oder Inhibitoren, sondern durch ,,unendli-
che Verdiinnung*, also durch Auswaschen mit enzymfreier PIPES-Losung erreicht.
Die enzymatisch-behandelten Schnitte wurden im Anschluss durch drei beschichete
und feuerpolierte Pasteurpipetten (Sigmacote, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) ab-
nehmenden Spitzendurchmessers gezogen, so dass sich einzelne Neurone herauslosen
lieBen. Die dadurch gewonnenen Zellen wurden in die Messkammer auf ein sich am Bo-
den befindendes, Poly-L-Lysin beschichtetes Deckgléschen itiberfiithrt (Poly-L-Lysin,
1:3 verdiinnt; Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Die dann vorliegenden Zellen konn-
ten aufgrund ihrer Morphologie eindeutig unterschieden werden. Alle in der vorgeleg-
ten Arbeit durchgefithrten Messungen erfolgten an groBen (15-25 pum Durchmesser),
multipolar verzweigten thalamischen Schaltneuronen [31, 32, 36]. Alle verwendeten
Pharmaka wurden iiber ein schnelles Applikationssystem und eine entsprechende Ap-
plikationspipette in die unmittelbare Umgebung der zu charakterisierenden Zelle ein-
gebracht.
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2.1.3 Patch-clamp Ableitungen an Einzelzellen

Nach der Préaparation wurden die gewonnenen Einzelzellen in die Messkammer eines
inversen Mikroskops (Axiovert 135, Zeiss, Jena, Deutschland) iiberfiithrt und konn-
ten dort fiir circa 20 Min. auf den Boden der Kammer absinken, bevor mit den
Messungen begonnen wurde. Alle durchgefiihrten elektrophysiologischen Experimen-
te erfolgten mittels der patch-clamp Technik und wurden in der Ganzzellkonfiguration
(whole cell) gemessen [34]. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur (21-23 °C)
durchgefiihrt. Um die Zellen elektrophysiologisch charakterisieren zu konnen, wurden
Pipetten aus Borosilikatglas hergestellt (GC150TF-10, Clark Electromedical Instru-
ments, Pangbourne, Grofibritannien) und iiber einen chlorierten Silberdraht mit ei-
nem EPC-7 Verstarker (E.S.F. Electronics, Friedland, Deutschland) verbunden. Der
typische Elektrodenwiderstand lag bei 2-5 M), wéhrend der Eingangswiderstand zwi-
schen 3-8 M2 bestimmt wurde. Die Md&glichkeit den Serienwiderstand am Verstéarker
zu kompensieren wurde routineméfig genutzt (> 40%). Entsprechend der einzelnen
Fragestellungen wurden von einem Haltepotenzial ausgehend (zumeist -50 mV) ver-
schiedene Stimulationsprotokolle verwendet (pClamp Software, Axon Instruments,
Foster City, CA, USA). Als AD-Wandler wurde ein Digidata 1200 verwendet (Axon
Instruments, Foster City, CA, USA). Fiir die Messungen der Ca?*-Stréme wurden
die folgenden Losungen (in mM; [80] verwendet: (1) Extrazelluldre Losung: NaCl,
112; CsCl, 4; KCI, 1; HEPES, 10; Glukose, 10; MgCl,, 1; CaCl,, 5.0; TTX, 0.001;
TEA-CI, 20; 4-AP, 6; pH 7.35 mit NaOH eingestellt. (2) Intrazelluldre Losung: Cs-
Glukonat, 85; Csz-Citrat, 10; NaCl, 10; KCI, 1; EGTA, 1.1; CaCls, 0.1; MgCl,, 0.25;
HEPES, 10; TEA-CI, 15; Mg-ATP, 3; Nay-GTP, 0.5; pH 7.25 mit CsOH eingestellt.
Zur Charakterisierung der schnellen, transienten Na*-Strome [12] wurden die folgen-
den Losungen gewéhlt (in mM): (1) Extrazelluldre Losung: NaCl, 80; CsCl, 5; 4-AP,
5; TEA-CI, 15; HEPES, 10; CaCl,, 1; MgCl,, 3; KCI, 1; Glukose, 10; pH 7.35. (2)
Intrazelluldre Losung: Css-Glukonate, 85; NaCl, 10; KCI, 1; EGTA, 11; CaClsy, 1;
MgCly, 1; HEPES, 10; TEA-CI, 10; pH 7.25 wurde mit CsOH eingestellt. Unmittel-
bar vor jedem Experiment wurden der internen Losung 2 mM Mg-ATP und 0,5 mM
Na-GTP zugesetzt.

2.1.4 Patch-clamp Ableitungen im Hirnschnittpraparat

Alle Ableitungen wurden an thalamokortikalen Schaltneuronen innerhalb des dCGL
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Dabei wurden die Hirnschnittpréparate in einer
Losung gehalten, die die folgende Zusammensetzung hatte (in mM): NaCl, 120; KCI,
2.5; NaHoPOy, 1.25; HEPES, 30; MgSQOy, 2; CaCls, 2; Glukose, 10. Der pH Wert
wurde in Abhéngigkeit von den benotigten Messbedingungen entsprechend auf 7,2
(Kontrolle) bzw. 6,4 oder 6,0 Einheiten mittels HCl (1 molare Stocklosung) einge-
stellt. Einzelne Zellen innerhalb des Hirnschnitts konnten mit Hilfe der differentiel-
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len Interferenzkontrastmikroskopie [24] dargestellt werden. Die elektrophysiologischen
Signale wurden mit Borosilikatglas Pipetten (GC150T-10, Clark Electromedical In-
struments, Pangbourne, Grofibritannien), die iiber einen chlorierten Silberdraht mit
einem EPC-10 Verstiarker (HEKA Elektronik, Lamprecht, Deutschland) verbunden
waren, aufgezeichnet. Die Pipetten wurden mit einer internen Losung der folgenden
Zusammensetzung gefiillt (in mM): K-Glukonat, 95; K3-Citrat, 20; NaCl, 10; HEPES,
10; MgCly, 1; CaCly, 0.5; BAPTA, 3; Mg-ATP, 3; Na-GTP, 0.5. Der pH-Wert wurde
mit KOH auf 7,25 Einheiten eingestellt, die Osmolalitéit lag bei 295 mOsm /kg.
Einige Experimente wurden in nominell Na*-freier Losung durchgefiihrt (in mM): (1)
Extrazelluldre Losung: NMDG-CI, 100; KCI, 2.5; KHyPOy, 1.25; HEPES, 30; MgSOy,
3.5; CaCly, 0.5; Glukose, 10; TEA-CI, 20; 4-AP, 6; pH 7,2 oder 6,4/6,0 mit HCI einge-
stellt; (2) Interne Losung: K-Glukonat, 95; K;-Citrat, 20; NMDG-CI, 10; HEPES, 10;
MgCly, 1; CaCly, 0.5; BAPTA, 1; Mg-ATP, 3. Die interne Losung wurde mit KOH
auf einen pH Wert von 7,25 gesetzt, die Osmolalitét betrug 295 mOsm/kg. In allen
Messungen, die in nominell Ca**-freier Losung durchgefiihrt wurden, wurde die An-
zahl der divalenter Kationen iiber eine Erhéhung der Mg?*-Konzentration von 2 auf
4 mM konstant gehalten.

Fiir die current clamp Experimente wurde eine Pipettenlosung mit 5 mM EGTA und
0.5 mM CaCl, verwendet. Der typische Elektrodenwiderstand lag bei 2-3 MSQ, der
Serienwiderstand in einem Bereich von 5-15 M(2. Der Serienwiderstand wurde in al-
len Experimenten um mehr als 40% kompensiert. Alle Experimente wurden iiber das
Pulse-Softwarepaket (HEKA Elektronik, Lamprecht, Deutschland) auf einem IBM-
kompatiblen PC durchgefiihrt. Das liquid junction potential konnte bei 8 £ 1 mV (n
= 6) bestimmt werden und wurde entsprechend korrigiert [89].

2.1.5 Darstellung der Ergebnisse

Alle gewonnenen Ergebnisse sind in der vorliegenden Arbeit als Mittelwert 4+ Stan-
dardfehler angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mit einem fiir kleine Stich-
proben modifizierten student’s T-Test iiberpriift sobald von einer Gaus’schen Normal-
verteilung ausgegangen werden konnte ([23]; Origin Software). Dariiber hinaus wurde
der nicht-parametrische Mann-Whitney Test verwendet (Graph Pad Prism Software).
Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse mit einem p < 0,05 betrachtet. Soweit
nicht anders angegeben lagen jedoch Signifikanzen mit p < 0,01 vor.

Zur Auswertung der erhobenen Daten aus den Einzelzellmessungen wurden die Pro-
gramme pClamp, Clampfit (HEKA Elektronik, Lamprecht, Deutschland) und Origin
(Microcal®) benutzt. Die Messungen im Hirnschnittprdparat wurden mit den Pro-
grammen ,PULSEFIT“ (HEKA Elektronik, Lamprecht, Deutschland) und Origin
(Microcal®) analysiert.
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2.2 In situ Hybridisierung

2.2.1 Praparation des Gewebes

Die Tiere wurden wie zuvor beschrieben prépariert (siche 2.1.1) und die kompletten
Gehirne in Isopentan bei circa -50°C eingefroren. Auf einem Gefriermikrotom (Gala
Instrumente, Bad Schwalbach, Deutschland) wurden 14 pm dicke, das dCGL bein-
haltende Hirnschnitte angefertigt, die im Anschluss auf beschichtete Objekttrager
iiberfiihrt und bei Raumtemperatur getrocknet wurden.

2.2.2 Inkubation und Farbung

Digoxigenin-markierte sense- und antisense-Proben wurden durch in vitro Transkrip-
tion von Ratten-cDNA fiir TASK1- (korrespondierend zu den Basenpaaren 574-1242)
und TASK3-Kanile (korrespondierend zu den Basenpaaren 502-1431) beinhaltende
Vektoren generiert (dankenswerterweise von Prof. A. Karschin, Insitut fiir Physio-
logie, Universitit Wiirzburg, Deutschland, zur Verfiigung gestellt). Die in situ Hy-
bridisierung wurde nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt. Nach dem Trocknen
wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen (jeweils 5 Min.) und anschliefend in
4% PFA fixiert. Danach folgte die Acetylierungsreaktion sowie die Prahybridisierung
bei 55°C (2 Stunden). Die zur Vorhybridisierung verwendete Losung beinhaltete 50%
Formamid, 5-fach SSC, 1x Denhardt’s Losung, 0,5 mg/ml Hefe-tRNA und 1,0 mg/ml
komplette Hefe-RNA. Fiir die Hybridisierungsreaktion wurden die Schnitte mit 50%
Formamid, 1x Denhardt’s Losung, 0,1 mg/ml Hefe-tRNA und 0,1 mg/ml komplette
Hefe-RNA, 10% Dextransulfat, 0,125% SDS, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM ED-
TA und 300 mM NaCl behandelt. Im Anschluss wurden die Digoxigenin-markierten
RNA-Proben zugegeben (Endkonzentration 20 ng/ml Pra-Hybridisierungspuffer) und
die Hirnschnitte fiir 16-18h bei 55°C inkubiert. Fiir alle beschriebenen Arbeitsschrit-
te wurden RNAse-freie Losungen und sterile siz-well-Platten verwendet. Nach der
Hybridisierungreaktion wurden die Schnittpraparate nach folgendem Prozedere ge-
waschen: 2 x SSC bei Raumtemperatur (1 x 15 Min.), 50% Formamid/2 x SSC bei
70°C (2 x 60 Min.), 2 x 50% Formamid/0,2 x SSC bei 70°C (2 x 60 Min.), 0,1 x
SSC bei 70°C (1 x 60 Min.). Die markierten Zellen konnten nun mit einem Anti-
Digoxigenin Antikorper (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland)
detektiert werden. An diesem Antikorper befindet sich eine alkalische Phosphatase,
so dass die Farbungsreaktion mit 4-Nitroblau Tetrazoliumchlorid und 5-Bromo-4-
Chloro-3-Indolat Phosphat als Substrat (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Deutschland) durchgefiihrt werden konnte.
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2 Material und Methode

2.2.3 Priifung der Spezifitat und Auswertung

Die Spezifitdt der angewendeten Methode wurde durch den Ersatz der markierten
antisense-Proben durch vormarkierte sense-Proben verfiziert. Unter diesen Bedingun-
gen konnten keine positiven Signale detektiert werden. Die Dichte positiv-markierter
Zellen wurde mittels des ,,NeuroLucida“-Systems (MicroBright Field Inc., VT, USA)

bestimmt.

2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.3.1 Praparation des Probenmaterials

Um Aussagen iiber spezifische Gewebe treffen zu kénnen, wurden Hirnschnittpréipa-
rate (siehe 2.1.1) unter RNAse-freien Bedingungen prépariert. Aus diesen Materialien
konnten dann unter einem Stereomikroskop einzelne Hirnregionen mit Hilfe von Skal-
pellschnitten isoliert werden. Die Poly(A) messenger RNA (mRNA) wurde mittels
einer Extraktion mit Trizol in Anlehnung an die Herstellerinformationen (Oligotex,
Qiagen, Deutschland) aus dem Material isoliert.

2.3.2 Umschreibung und Amplifikation

Die cDNA wurde unter Verwendung des SuperScript I Enzyms (Invitrogen Life Tech-
nologies, Deutschland) aus 0,5 - 1 ug mRNA mit Oligo(dT)-Primern bei 42°C iiber
50 Min. synthetisiert. Im Rahmen der PCR wurden fiir die Amplifikation der HCN-
Kanéile 30 ul Reaktionslosung und 0,75 IE Taq Polymerase (Qiagen, Deutschland)
verwendet. Die Amplifikation der TASK-Kanéle erfolgte ebenfalls mit 30 ul Reak-
tionslosung in Verbindung mit 0,75 IE HotStarTag Polymerase (Qiagen, Deutsch-
land). Dabei beinhaltete die Reaktionslosung in beiden Féllen: 1,5 mM MgCly; 0,2
mM jedes dNTPs und 50 pmol jedes Primers. Die Protokolle der angewendeten Zy-
klen beeinhalteten fiir HCN-Kanéle: 3 Min bei 94°C, 35 Zyklen; 30 Sek bei 94°C;
1 Min bei 58°C; 1 Min bei 72°C; fiir TASK-Kanéle: 15 Min bei 95°C, 35 Zyklen;
30 Sek bei 94°C; 1 Min bei 58°C; 1 Min bei 72°C; 10 Min bei 72°C. Alle einwérts-
gleichrichtenden K*-Kanile, die housekeeping-Gene [-Aktin und GAPDH, sowie die
muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren (mAchR) wurden nach dem gleichen Protokoll
wie die TASK-Kanile behandelt (siche oben). Die jeweilige Schmelztemperatur wur-
de fiir jedes verwendete Primer-Paar anhand des G/C-und A/T-Gehalts der Primer
in jeder Reaktion berechnet. Die Normalisierung der cDNA wurde mittels spezifischer
Primer fiir die housekeeping-Gene -Aktin und GAPDH durchgefiihrt.
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2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.3.3 Verwendete Primer

Zielstruktur | Nukleotide | Zugangs- | Primer
(von ... bis) | nummer | (v: vorwirts, r: riickwéirts)
[-Aktin 253-1080 NMO031144 v: ATT TGG CAC CAC ACT TTC TAC AAT
r: CTG CTT GCT GAT CCA CAT CTG C
GAPDH 561-1012 AB017801 v: ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC
r: TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA
HCN1 1462-1750 AF247450 v: CTC TCT TTG CTA ACG CGG AT
r: TTG AAA TTG TCC ACC GAA
HCN2 1059-1428 AF247451 v: GTG GAG CGA ACT CTA TTC GT
r: GTT CAC AAT CTC CTC ACG CA
HCN3 1713-1945 AF247452 v: GCA GCA TTT GGT ACA ACA CG
r: AGC GTC TAG CAG ATC GAG C
HCN4 1871-2042 AF247453 v: GCA GCG CAT CCA CGA CTA C
r: CGT CAC AAA GTT GGG GTC TGC
TASK1 220-735 AB048823 v: CAC CGT CAT CAC CAC AAT CG
r: TGC TCT GCA TCA CGC TTC TC
TASK2 330-959 AF259395 v: TGG GCG CCT CTT CTG TGT CTT CTA
r: TCC CCT CCC CCA CTT GTT TTC ATT
TASK3 188-602 AF192366 v: ATG AGA TGC GCG AGG AGG AGA AAC
r: ACG AGG CCC ATG CAA GAA AAG AAG
TASK5 137-700 AF294353 v: GAG CCT GGG CGA GCG TCT GAA C
r: CGG GCC AGT CTG TCT GG
Kir 2.3 623-952 X87635 v: CAG GCC CAC GTG CCC AGG CGG A
r: TAC ATG CAT GAT ACA CGG TTT G
Kir 3.1 124-436 U01141 v: TCG TCC AGC GGT TCG GGC TTG CAG
r: GAG TGT AGT TGC CGA CAT GGG C
K 3.2 121-390 X83583 v: GAC CTG CCA AGA CAC ATC AGC C
r: CGA GGG GTC CTC TAT GTG GTC CA
Kir 3.3 522-1058 L77929 v: CAC CTG GAG GAC ACC GCG TG
r: GTC GTC CCT CTC GAG GGC GC
K 3.4 358-888 X83584 v: CAC GTG GGT GAC CAA GAG TG
r: CTG CTC CAG TTG AGC ACG AG
mAChR2 1133-1501 J03025 v: CAA GAC CCA GTA TCT CCA AGT CTG
r: CGA CGA CCC AAC TAG TTC TAC AGT
mAChR3 854-1414 M16407 v: ACA GAA GCG GAG GCA GAA AACTTT
r: CTT GAA GGA CAG AGG TAG AGT AGC

Tab. 2.1 Auflistung der in der vorgelegten Arbeit verwendeten Primer-Paare mit An-

gabe der Zielstruktur, der Nukleotidsequenz und der Zugangsnummer.
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2 Material und Methode

2.4 Semiquantitative RT-PCR

2.4.1 Préaparation des Probenmaterials -
Laserdissektionsmikroskopie

Thalamische Einzelzellen wurden unter RNAse-freien Bedingungen nach dem be-
schriebenen Protokoll (siehe 2.1.2) isoliert und auf Membran-beschichteten Objekt-
tragern positioniert (PALM Membrane Slides, P.A.L.M Microlaser Technologies AG,
Bernried, Deutschland). Nach dem Transfer auf die Objekttréager konnten die Zellen
fiir 60 Minuten absinken, um sich an der Membran anzulagern. Im Anschluss wur-
den die Objekttrager in den Kreuztisch eines Laserdissektionsmikroskops (P.A.L.M
Microlaser Technologies AG, Bernried, Deutschland) eingespannt und einzelne Neu-
rone konnten gewonnen werden. Zunéchst wurde der Laserfokus auf die Folienebene
des beschichteten Objekttrégers gerichtet und mittels Laserstrahl die Folie um die
jeweilige Zelle zerschnitten (70% der maximalen Energie).
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Abb. 2.2 Laserdissektionsmikroskopie und anschlieBende RT-PCR Technik. Thalamische
Einzellzellen konnten unter RNAse-freien Bedingungen isoliert werden (linker Abbildungsteil). Auf-
grund etablierter morphologischer Kriterien wurde zwischen groien, multipolaren Schalt- und klei-
neren bipolaren Interneuronen unterschieden. Die Laserdissektionsmikroskopie erlaubt nun, einzelne
identifizierte Zellen iiber einen Photonenstrahl in ein fiir die RT-PCR geeigentes Reaktionsgefifl zu
»schieBen®. Die schematische Darstellung der RT-PCR (rechter Abbildungsteil) erfolgt im Anschlufl
wie beschrieben (siehe 2.4.2 und 2.4.3).
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2.4 Semiquantitative RT-PCR

Wichtig ist hierbei, dass sich méglichst wenig Fliissigkeit um die Zellen befindet. Im
zweiten Schritt wird die Fokusebene unterhalb der Folie gewihlt. Durch die Einwir-
kung des Laserstrahls kommt es in der obersten Objekttragerschicht zur Umwandlung
des Glasmaterials in Plasma, was mit einer Volumenausdehnung assoziiert ist. Diese
Ausdehnung wirft wiederum eine Welle auf, die das ausgeschnittene Membranstiick
und die darauf befindliche Zelle in ein entsprechend positioniertes Reaktionsgeféaf3
katapultiert. Dabei wurden jeweils 10-15 identifizierte Zellen pro Reaktionsgefafl ge-
pooled und vor der weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Fiir die
quantitativen Analysen wurden stets gleiche Zellzahlen verwendet.

2.4.2 Umschreibung und Amplifikation

Die semiquantitativen RT-PCR Analysen wurden auf Gewebeebene oder mit iso-
lierten Einzelzellen durchgefithrt. Die Gesamt-RNA aus dem Gewebe wurde iiber
eine Trizol-Extraktion den Herstellerangaben folgend aus frischem Material isoliert
(RNeasy Lipid Tissue, Qiagen, Deutschland). Die Einzelstrang cDNA wurde mit oli-
go(dT)18 Primern (Roche, IN, USA) aus 0,5 - 1 ug mRNA mittels des SuperScript 11
Enzyms (Invitrogen Life Technologies, Deutschland; 42°C fiir 50 Min.) hergestellt. Die
mRNA der isolierten Einzelzellen wurde unter Verwendung des Sensiskript RT Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) mit oligo(dT)18 Primern (Roche, IN, USA) in cDNA
umgeschrieben. Die Hybridisierungsproben fiir die RT-PCR Reaktionen wurden von
Applied Biosystems bezogen:

Zielstruktur | Zugangsnr. | Beschreibung
B2 - Mikro- NM_012512.1 Assay Location: 75
globulin Rn00560865_m1

GTGCTTGCCATTCAGAAAACTCCCC
GAPDH P/N 4308313 Rodent GAPDH Control Reagents

HCN1 NM_053375.1 Assay Location: 885

Rn00584498_m1

CACCAGTGGGAAGAGATATTCCACA
HCN2 NM_053684.1 Assay by design

v: ACAAGGAGATGAAGCTGTCAGATG (1741-1764)
r: TGTCAGCCCGCACACT (1815-1830)

Reporter: CAG ATC TCC CCA AAA TAG (1769-1786)
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2 Material und Methode

HCN3 NM_053685.1 Assay Location: 1473
Rn00586666_m1

GATCCTACTTTGGGGAGATCTGCCT
HCN4 NM_021658.1 Assay Location: 2206
Rn00572232_m1

TCCTATTTTGGAGAGATCTGCTTGC
TASK1 NM_033376.1 Assay Location: 386
Rn00583727_m1

ACCACAATCGGCTATGGTCATGCGG
TASK2 NM_053405.1 Assay by design

v: TCCTTCTACTTCGCTATCACTGTCA (pos.: 337-361)

r: TTGCCAGCATCGGTTCCA (393-410)

Reporter: CATGTCCATATCCGATAGTTG (365-385)

Tab. 2.2 Aufstellung der fiir die RT-PCR verwendeten Primer.

Die RT-PCR Experimente wurden auf einem ABI Prism 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Deutschland) durchgefiihrt. Das PCR Programm wurde
folgerndermaflen gewéhlt: 2 Min. bei 50°C, 10 Min. bei 95°C, 40 Zyklen; 15 Sek. bei
95°C und 1 Min. bei 60°C.

2.4.3 Auswertung

Alle gewonnenen Ergebnisse wurden mit der ABI Prism 7000 SDS Software ausge-
wertet. Die jeweilige Effizienz der verwendeten RT-Primer wurde bestimmt, indem
die CT-Werte in Abhéngigkeit des Verdiinnungsfaktors der Gesamt-cDNA aufgetra-
gen wurden. Die lineare Regressionsanalyse dieser Beziehung zeigte einen Unterschied
von maximal 8% zwischen (By-Mikroglobulin, TASK1, TASK3 und HCN2. Die Quan-
tifizierung der Ergebnisse basierte auf der vergleichenden CT oder DDCT-Methode
[10].

22



2.5 Fluoreszenzimmunzytochemie

2.5 Fluoreszenzimmunzytochemie

2.5.1 Praparation der dissoziierten thalamischen Zellkulturen

Dorsale Anteile des Thalamus wurden von embryonalen Ratten (Long Evans, embryo-
nal Tag 19, E19) prapariert und unmittelbar in eisgekiihlte, divalente Kationen freie
Hanks Salzlosung (Hanks balanced salt solution, HBSS; 0 mM Mg?**, 0 mM Ca?")
transferiert. Die Gewebe wurden dreimal in jeweils 5 ml HBSS gespiilt und im An-
schluss daran in 2 ml HBSS mit 0,5% Trypsin fiir 20 Min. bei 37°C inkubiert. Danach
wurden die Gewebe erneut gewaschen (5-mal in 5 ml HBSS) und in 2 ml Eppendorf
Reaktionsgefafie mit 0,01% DNAsel gegeben (Boehringer Ingelheim, Deutschland).
Um die Materialien zu dissoziieren, wurden sie zunéchst dreimal durch eine 0,9 mm
(Durchmesser, G20) Kaniile und anschliefend durch eine 0,45 mM schmale Kaniile
(G25) gedriickt. Die dadurch entstandene Zellsuspension wurde durch ein Nylon-Netz
(Porengrofie 125 pm) gegossen und in 50 ml Plastikgefafien mit 18 ml Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, Eggenstein, Deutschland) aufgefiillt. Nach
Bestimmung der Zellquantitidt wurde die Suspension mit DMEM weiter verdiinnt
bis die gewiinschte Dichte von 16000 Zellen/ml erreicht wurde. Jeweils 500 ul dieser
Zellsuspension wurden in die Offnung einer 24-Lochplatte gegeben. Auf dem Boden je-
der Offnung befand sich ein entfettetes, steriles poly-D-Lysin beschichtetes Deckglas.
Die Zellkulturen wurden dann bei 37°C in einem Inkubator bei 5% CO,-Spannung
bis zum jeweils gewiinschten Zeitpunkt inkubiert (Neurobasalmedium, Gibco, Eggen-
stein, Deutschland).

2.5.2 Fixierung und Farbung

Vor der weiteren Verwendung der Zellkulturen wurde zunéchst das Nahrmedium ab-
gesaugt, bevor die Zellen fiir 10 Min. in 4% PFA fixiert (ca. 200 pl 4%iges PFA fiir
10 Min. auf die Deckgldschen) wurden. Im Anschluss daran wurden die Zellen drei-
mal fiir je 10 Min. mit PBS gespiilt. Nach der Fixierung konnten die Zellen fiir circa
1 Woche bei 4°C aufbewahrt werden. Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur.
Im Anschluss wurden die PFA-fixierten Zellen pro Deckglas mit 50 ul Blockreagenz
(Blockpuffer + 0,3% Triton X100; siche Anhang) fir 90-120 Min. inkubiert. Nach
dieser Zeit wurde das Blockreagenz abgesaugt und gegen Blockreagenz mit dem je-
weiligen Erstantikorper (50 pl) in der entsprechenden Verdiinnung ersetzt (siehe Tab.
2.3). Dieser Inkubationsschritt dauerte 24 Stunden und wurde bei 4°C durchgefiihrt.
Vor den jeweiligen Farbungen wurden alle verwendeten Antikorper in separaten ex-
perimentellen Serien titriert. Nach der Inkubation mit dem ersten Antikérper wurden
die Praparate fiir 10 Min. (3x) mit 1xPBS einschlielich 0,3% Triton X100 gespiilt.
Nun konnte die Inkubation mit dem zweiten Antikorper in der erforderlichen Konzen-
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2 Material und Methode

tration (siche Tab. 2.3) in Blockreagenz erfolgen (je 50 pl). Dieser Schritt dauerte 2
Stunden und sollte so durchgefiihrt werden, dass die Fluoreszenzantikorper keiner di-
rekten Lichteinwirkung ausgesetzt sind. Danach wurde zunéchst fiir 10 Min. (2x) mit
1xPBS/0,3% Triton X100 und anschliefend 10 Min. mit 1xPBS ohne Triton X100 ge-
waschen. Diesem Prozedere schlof§ sich ein Spiilvorgang mit dH,O an. Zuletzt konnten
die Praparate mit Moviol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) eingedeckelt und bei 4°C
aufbewahrt werden. Alle Behandlungsschritte mit Antikorpern sollten fiir qualitativ
bessere Ergebnisse in einer feuchten Kammer durchgefiihrt werden.

1. Antik6rper Konzentration Firma Land
Anti-MAP2 (Maus) 1/1000 Sigma-Aldrich | Deutschland
Anti-TASK3 (Ziege) 1/300 Santa Cruz USA

Anti-Parvalbumin (Kaninchen) 1/500 Swant Schweiz
Anti-HCN2 (Kaninchen) 1/500 Alamone Israel
2. Antikorper Konzentration Firma Land
Cy3-konjugierter Ziege-Anti- 1/1000 Dianova Deutschland
Kaninchen IgG
Alexa-Fluor-488-konjugierter 1/1000 Invitrogen Deutschland
Esel-Anti-Ziege
Cyb-konjugierter Hase- 1/1000 Dianova Deutschland
Anti-Maus

Tab. 2.3 Auflistung aller zur Farbung der thalamischen Zellkulturen verwendeten Erst-

und Zweitantikorper.

2.6 Computersimulationen mit NEURON

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Computersimulationen basieren auf ei-
nem Einzelkompartmentmodell eines thalamokortikalen Schaltneurons [41, 68]. Dieses
initial beschriebene Modell wurde an das NEURON Simulationsprogramm adaptiert
und entsprechend der jeweiligen Anforderungen erweitert [38]. Das Modell basiert auf
der mathematischen Beschreibung der Leitfahigkeiten L4, I, I, 11, I, Ing persistierends
sowie I, und zeigt die beiden typischen Aktivitdtsmodi thalamischer Schaltneurone:
oszillatorisches Entladungsverhalten mit Salven von Na® /K*-Aktionspotenzialen auf
dem Riicken eines niederschwelligen Ca?"-Spikes (Ir) sowie tonisches Entladungsver-
halten mit der Generierung einzelner Aktionspotenziale [21, 118]. Dieses etablier-
te Modell wurde um einen einwérts-gleichrichtenden K*-Strom (Ix;z) nach dem
Hodgkin-Huxley Formalismus [135] und um eine pH-sensitive KT-Leckleitfihigkeit
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2.6 Computersimulationen mit NEURON

(Irask ) erweitert. Die Gleichung zur Beschreibung des Membranruhepotenzials lau-
tet:

Om(dV/dt) = _(Ileak + ITASK + IKIR + [h> + Iinject

C,, - Membrankapazitét
Linject - Injektionsstrom

Der nicht-inaktivierende Strom Iz wurde wie bereits zuvor beschrieben modelliert
[135]:
Ixir = 9kiR ma(V - EKIR)

Dabei stellt gxr die maximale Leitfahigkeit des Stroms Ix;r dar, wiahrend der
Term m® die Aktivierungsvariable (a = 3) des Stroms reprasentiert. Ex p ist das
Umkehrpotenzial des Stroms Ix;g.

Der auswérts-gleichrichtende pH-sensitive Leckstrom I 45k wurde als mathematische
Annéherung durch die in der vorgelegten Arbeit gemessenen Strome modelliert:

Itask = grasxk m(V — Epask)

Dabei steht grasi fiir die maximale Leitfahigkeit des Stroms Iy a5k, wiahrend die
treibende Kraft durch die Differenz zwischen aktuell vorliegendem Membranpotenzial
und dem Umkehrpotenzial des Stroms I7 455 definiert wird. Die aktivierende Variable
m wurde folgendermaflen definiert:

m =y + A1V (V — Erask)

Alle Werte wurden fiir maximale Leitfihigkeiten und fest definierte Umkehrpo-
tenziale angenommen und in einigen Simulationen systematisch variiert. Um den
Beitrag des Kt-Stroms Iy 45 am gesamten Leckstrom in thalamischen Schaltneuro-
nen abschétzen zu kénnen, wurde eine pH-insensitive (gre.;) von einer pH-sensitiven
(grask) Leckleitfihigkeit abgegrenzt. Der jeweilige Beitrag der beiden Leitfdhigkei-
ten wurde systematisch mit dem Ziel verdndert, ein Modell der pH-Wert-Effekte in
Schaltneuronen der Ratte zu erhalten.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von TASK Kanalen,
einwirts-gleichrichtenden K"-Kanalen und
MmACh-Rezeptor Subtypen

Unter Verwendung der RT-PCR Technik konnten im Gewebe des dCGL der Ratte
PCR-Fragmente der Kaniéle TASK1 und TASK3 in signifikanten Mengen nachgewie-
sen werden, wahrend sich nur schwache Banden fiir TASK2 darstellten (siche Abb.
3.1, A).
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Abb. 3.1 RT-PCR Analyse zur Expression von TASK-Kanilen, einwirts-gleichrichten-
den K'-Kanilen und mACh-Rezeptor Subtypen. (A)Expression von TASK1-3 und Kir2.3
im dCGL der Ratte. (B) Expression von TASK5 im dCGL und Cerebellum. (C) Expression der
Kanile Kir3.1-3.4, sowie der ACh-Rezeptoren (ms-, m3ACh) im dCGL der Ratte. Die Grofe der
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3 Ergebnisse

verwendeten DNA-Marker sind als Banden jeweils im linken Abbildungsbereich dargestellt (A-C).
Wenn als Negativkontrolle HoO oder isolierte mRNA anstelle der cDNA verwendet wurde, konnten
keine PCR-Signale detektiert werden (nicht dargestellt; modifiziert nach [77]).

Die Expression von TASK5 konnte im dCGL nicht nachgewiesen werden, wahrend-
dessen ein klares Signal fiir die cDNA im Cerebellum erhalten wurde, welche als
Positivkontrolle diente [50]; siche Abb. 3.1, B). Die Untersuchung der einwérts-
gleichrichtenden K*-Kanile (inward rectifier K*-channels, Kir) erbrachte den Nach-
weis der Expression von Kir2.3 (siehe Abb. 3.1, A) und allen vier Mitgliedern der Kir3-
Familie (Kir3.1-3.4; siehe Abb. 3.1, C), obwohl das Signal fiir Kir3.4 nur schwach de-
tektiert werden konnte. Zusétzlich konnten PCR-Produkte fiir my ACh- und m3ACh-
Rezeptoren nachgewiesen werden (sieche Abb. 3.1, C). Diese Daten belegen die Exis-
tenz von Kir-Kanélen, die sensitiv gegeniiber Verdnderungen des extrazelluldren pH-
Werts sind (Kir2.3) und durch mACh-Rezeptoren moduliert werden koénnen (Kir3-
Familie).
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Abb. 3.2 Darstellung TASK1- und TASK3-positiver Zellen im dCGL der Ratte. Die in
situ Hybridisierung wurde an Hirnschnittpriparaten mittels Digoxigenin-markierter RNA-Sonden
komplementdr zu TASK1 (A) und TASK3 (B) durchgefiihrt. In den koronaren Hirnschnittpriapa-
raten zeigen sich in den thalamischen Kerngebieten moderate Expressionslevel fiir TASK1 und eine
hohe Expression fiir TASK3 (unterschiedliche Vergréfierungen). CGL - Corpus geniculatum laterale,
VB - Nkl ventralis thalami, GD - Gyrus dentatus (modifiziert nach [77]).
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3.2 Pharmakologische Charakterisierungen der Leckleitfdhigkeit

In situ Hybridisierungstechniken mittels Digoxigenin-markierter Antisense RNA-
Sonden erbrachten den Nachweis einer dichten Verteilung von TASK1-exprimierenden

(sieche Abb. 3.2, A) und TASK3-positiven Zellen (siehe Abb. 3.2, B) im dCGL.

In der quantitativen Untersuchung der Zelldichten fanden sich 542 4+ 32 TASK1-
positive Zellen/mm? bzw. 729 + 24 TASK3-positive Zellen/mm? (n = 6). Um diese
Werte in Bezug zur Gesamtzellzahl setzen zu kénnen, wurden Nissl-Férbungen ange-
fertigt. Dabei ergab sich eine Zelldichte von 808 + 31 Zellen/mm? (n = 6), so dass
67% aller Zellen TASK1 bzw. 90% der Zellen TASK3 exprimieren. Dariiber hinaus
zeigten die Daten Hinweise fiir eine zumindest teilweise iiberlappende Expression der
beiden Kanile. Die in den Kontrollexperimenten verwendeten Sense RNA-Sonden
lieferten keine detektierbaren Signale (nicht gezeigt). Ausgehend von der Hypothese,
dass TASK1- und TASK3-Sonden &hnliche effektiv sind, zeigen die Resultate der in
situ Hybridisierung eine hohere Expression fiir TASK3 als fiir TASK1 und erhérten
damit die Befunde aus den RT-PCR Experimenten, in denen sich ebenfalls eine etwas
stiarkere Bande fiir TASK3 zeigte (siche Abb. 3.1, A).

3.2 Pharmakologische Charakterisierungen der
Leckleitfahigkeit in thalamokortikalen
Schaltneuronen

Bei Haltepotenzialen zwischen -58 und -68 mV zeigen thalamokortikale Schaltneurone
einen anhaltenden Auswirtsstrom (K*-Leckstrom, IKgp) von 71 & 4 pA [9]. In einem
ersten experimentellen Schritt wurde das pharmakologische Profil dieses Auswérts-
stroms durch die Applikation von Ionen (H*, Ba?") untersucht. Eine Verschiebung
des extrazellularen pH-Werts von 7,2 auf 6,4, und die zusétzliche Applikation von
Ba?" (150 um) fiihrte zu einer zweistufigen Reduktion der Stromamplitude (nicht
gezeigt). Dartiber hinaus fiihrte das Lokalandsthetikum Bupivacain (20 pm) in der
extrazelluldren Fliissigkeit zu einer deutlichen Reduktion des Auswirtsstroms auf 29
+ 3 pA (n = 7). Um eine bessere Darstellbarkeit der Stromantwort zu erreichen,
wurde die treibende Kraft durch Messungen bei positiveren Membranpotenzialen
durchgefiihrt. Bei -28 mV konnte ein durchschnittlicher Auswéartsstrom von 348 +
11 pA (n = 89) registriert werden. Ein Spannungssprung von -28 auf -68 mV fiir
eine Dauer von 500 ms (alle 20 Sekunden) fiihrte zu einer stufenweisen Abnahme
des beschriebenen Stroms (siehe Abb. 3.3, A, inset), was auf Kanile mit schnellen
»gating“-Eigenschaften hindeutet. Die Verringerung des extrazelluldren pH-Werts von
7,2 auf 6,4 Einheiten bei einem Haltepotenzial von -28 mV verursachte eine Strom-
reduktion von 41 + 3% (n = 4; siehe Abb. 3.3, A). Die zusétzliche Applikation von
Ba?" resultierte in einer weiteren Reduktion von 47 4 5% des verbleibenden Stroms
(n = 4). Diese Effekte waren gegeniiber den jeweiligen Vorbedingungen statistisch
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3 Ergebnisse

signifikant (p < 0,004). Die umgekehrte experimentelle Anordnung, in der Ba?* vor
der zusétzlichen Erniedrigung des pH-Werts hinzugefiigt wurde, fiihrte zu einer sta-
tistisch signifikanten Stromreduktion von 49 + 4% (n = 4; p < 0,0001), wobei die
anschlieBende pH-Wert Verschiebung keinen weiteren Effekt erbrachte (n = 4, p =
0,49; siehe Abb. 3.3, B). Die I/V der Ba?"-sensitiven Stromkomponente unter er-
niedrigtem extrazellularen pH-Wert konnte durch ein Rampenprotokoll von -30 auf
-120 mV iiber 800 ms registriert werden (sieche Abb. 3.3, C). Dabei wurde die Mem-
branantwort unter Ba?*/pH 6.4 (sieche Abb. 3.3, C; Einschub: graue Spur) von der
Antwort in pH 6.4 subtrahiert (siehe Abb. 3.3, C; Einschub: schwarze Spur).
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Abb. 3.3 Wirkung von Ba?t und extrazelluldirer pH-Wert Erniedrigung auf einen ste-
henden Auswirtsstrom in thalamischen Schaltneuronen. (A, B) Amplitude des Netto-
Auswirtsstroms aufgetragen gegen die Zeit unter ,,voltage-clamp“-Bedingungen bei -28 mV Haltepo-
tenzial (schwarze Punkte). Extrazellulire Ansiuerung (pH 6,4) und die Applikation von Ba?*-Ionen
(150 pum) werden durch die horizontalen Balken angedeutet. Im Einschub sind jeweils Originalspuren
der Membranantwort auf einen von -28 mV Haltepotenzial ausgehenden Spannungssprung nach -68
mV (Dauer: 500 ms) unter Kontrollbedingungen (Kon) und nach Applikation der Pharmaka (pH
6,4; pH 6,4/Ba®t; Ba?t; Ba?T /pH 6,4) abgebildet. Unter B sind die Stréme unter Ba?>* und nach
Applikation von Ba?*/pH 6,4 nicht voneinander zu unterscheiden. (C) I/V der Ba?*-sensitiven
Stromkomponente. Diese wurde durch graphische Subtraktion der Membranantwort in Ba?*/pH
6,4 von dem Strom unter pH 6,4 erhalten (pH 6,4 - Ba?*/pH 6,4). Im Einschub sind Stréme als
Antwort auf eine Spannungsrampe von -30 mV nach -120 mV dargestellt (Dauer: 800 ms; pH 6,4 -
schwarze Spur, Ba?* /pH 6,4 - graue Spur). Eichbalken in den Einschiiben A, B: 200 ms/100 pA; C:
100 ms/500 pA.
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3.3 Beteiligung von TASK-Kanélen am K -getragenen Auswiértsstrom

Die I/V wurde durch eine Einwérts-Gleichrichtung und ein Umkehrpotenzial von
-102 + 2 mV charakterisiert (n = 3; siche Abb. 3.3, C). Damit lag das gemesse-
ne Umkehrpotenzial in der Néhe des errechneten K*-Gleichgewichtspotenzials (-104
mV). Die beschriebenen Daten belegen die Existenz einer pH-sensitiven Stromkompo-
nente, die durch Ba?T-Ionen blockierbar ist und aufgrund dieses pharmakologischen
Profils auf TASK-Kanile hindeutet. Dariiber hinaus zeigt sich eine Beteiligung fiir
einwirts-gleichrichtende K*-Kanile in thalamischen Schaltneuronen.

3.3 Beteiligung von TASK-Kandlen am K" -getragenen
Auswartsstrom

Im néchsten Schritt wurde die mogliche Beteiligung von TASK-Kanilen am anhal-
tenden Auswiértsstrom in thalamischen Schaltneuronen im Detail analysiert. Dazu
wurde zunéchst die pH-sensitive Stromkomponente néher untersucht.
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Abb. 3.4 Analyse der pH-sensitiven Komponente des stehenden Auswirtsstroms. (A)
Originalspuren der Membranantwort auf einen Spannungssprung von einem Haltepotenzial bei -28
mV auf -68 mV (Dauer: 500 ms) unter pH 7,2 und pH 6,4. (B) Darstellung der Stromamplitude
bei -28 mV in Abhéngigkeit von der Zeit. Die Dauer der pH-Wert Erniedrigung wird durch den
horizontalen Balken angezeigt. (C) Strome, die durch ein Rampenprotokoll von -30 mV nach -
120 mV (Dauer: 800 ms) ausgelost wurden (unter beiden pH-Bedingungen). (D) Die I/V der pH-
sensitiven Komponente wurde durch graphische Subtraktion des Rampenstroms in pH 6.4 von dem
Strom unter Kontrollbedingungen (pH 7.2 - pH 6.4) erhalten (modifiziert nach [77]).
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3 Ergebnisse

In den folgenden Experimenten wurde ZD 7288 dem extrazelluliren Medium zu-
gesetzt, um Kontaminationen durch die ebenfalls pH-sensitiven HCN-Kanéle zu ver-
meiden [86]. Die Erniedrigung des extrazelluldren pH-Werts von 7,2 auf 6,4 Einheiten
fithrte zu einer signifikanten Reduktion des Auswértsstroms von 40 £+ 2% (n = 35, p
< 0,0001; siehe Abb. 3.4, A) bei -28 mV. Dieser Effekt war reversibel und in einigen
Zellen konnte beobachtet werden, dass die Stromamplitude beim Auswaschen iiber die
Werte unter Kontrollbedingungen stieg (siehe Abb. 3.4, B). Die Strom-Spannungs-
Beziehung der zu untersuchenden Komponente wurde durch ein Rampenprotokoll,
bei dem die Membran iiber 800 ms von -30 mV auf -120 mV hyperpolarisiert wurde,
analysiert (siche Abb. 3.4, C). Dieses Protokoll beinhaltet eine Hyperpolarisationsrate
von 0,11 mV /ms, so dass der Auswértsstrom bei jedem angelegten Membranpotenzial
einen ,, steady-state“-Zustand erreichen sollte [81, 130]. Die I/V wurde durch Subtrak-
tion der gemessenen Strome in pH 6,4 (siehe Abb. 3.4, C; graue Spur) von den ent-
sprechenden Stromen unter Kontrollbedingungen (siehe Abb. 3.4, C; schwarze Spur)
erhalten. Dabei ergab sich eine eindeutige Auswiértsgleichrichtung und ein Umkehr-
potenzial von -103 & 2 mV, das nahe dem errechneten K*-Gleichgewichtspotenzial
lag (sieche Abb. 3.4, D).

Im Folgenden wurde das Lokalanésthetikum Bupivacain - ein beschriebener In-
hibitor von TASK-Kanélen - zur weiteren Charakterisierung des Stroms verwendet
[7, 33, 52, 56, 73]. Die Applikation von Bupivacain fiihrte zu einer Dosis-abhéngigen,
signifikanten Reduktion (p < 0,03) des anhaltenden Auswértsstroms bei -28 mV von
12 £ 4% (5 uM, n = 3, nicht dargestellt), 38 £ 3% (20 uM, n = 29; siehe Abb. 3.5,
A) und 28 £+ 4% (50 M, n = 5, nicht dargestellt). Diese Effekte waren nur teilweise
reversibel, und es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen 20 pM und 50
uM (p = 0,06). Um bessere Aussagen iiber die Spezifitdt des Inhibitors gegeniiber
TASK-Kanélen treffen zu kénnen, wurde die Substanz (20 uM) beziiglich ihrer Wir-
kung auf den schnellen, transienten K-Auswiértsstrom [11] sowie auf den schnellen
Na*-Strom [76] und auf den hochschwelligen Ca?"-Strom [74] in akut isolierten Zel-
len getestet. Dabei ergaben sich Stromreduktionen fiir den transienten K*-Strom von
9 £ 2% (n = 6), fiir die schnellen Na*-Stréme von 11 £ 4% (n = 3) und fiir die
untersuchten Ca*"-Strome von 6 + 2% (n = 5). Die Effekte auf TASK-Kanile waren
signifikant stérker als die vorherrschenden Effekte auf andere Leitfihigkeiten (p <
0,005). Diese Daten deuten einen vornehmlichen Effekt auf TASK-Kanéle und eine
minimale Wirkungen bei anderen Leitfdhigkeiten an. Darauthin wurde Bupivacain in
den folgenden Experimenten in einer Konzentration von 20 um eingesetzt. Es muss
allerdings darauf hingewiesen werden, dass die Substanz in 3 von 18 Zellen zu einer
circa 10 prozentigen Zunahme der Stromamplitude des stehenden Auswértsstroms
fithrte. Diese Zellen wurden nicht in die Analyse eingeschlossen.

Die I/V der Bupivacain-sensitiven Komponente wurde wiederum durch die Ver-
wendung von Rampenprotokollen mit anschliefender Subtraktion des Stroms unter
Substanzeinfluss von dem Strom unter Kontrollbedingungen (Kontrolle - Bupivacain)
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3.3 Beteiligung von TASK-Kanélen am K -getragenen Auswiértsstrom

gewonnen (siche Abb. 3.5, B). Die I/V zeigte ein Umkehrpotenzial von -103 £ 1 mV
(errechnetes KT-Gleichgewichtspotenzial bei -104 mV), eine deutliche Auswértsgleich-

richtung und war damit der I/V der pH-sensitiven Komponente sehr dhnlich (siehe
Abb. 3.5, B).
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Abb. 3.5 Stromkomponenten unter Applikation von Bupivacain und nach Verschiebung
des pH-Werts unter Bupivacain. (A, C, D) Darstellung der Stromamplitude bei -28 mV in
Abhéngigkeit von der Zeit. Die Gabe der einzelnen Pharmaka wird durch horizontale Balken an-
gedeutet. Einschiibe: Originalspuren der Membranantwort induziert durch einem Spannungssprung
(-28 mV auf -68 mV, 500 ms), unter Kontrollbedingungen (Kon), unter Erniedrigung des pH-Werts
und/oder nach Gabe von Bupivacain (sieche Markierungen nahe der Spuren). (C) Die Stromspuren
nach Applikation von Bupivacain in pH 7,2 bzw. pH 6,4 sind nicht zu unterscheiden. (B) I/V der
Bupivacain-sensitiven Komponente nach graphischer Subtraktion des Stroms unter Substanzwirkung
von dem Strom unter Kontrollbedingungen (Kon - Bupivacain). Einschub: Stréme nach Rampen-
protokollen (-30 mV nach -120 mV iiber 800 ms) unter Kontrollbedingungen (Kon, schwarze Spur)
und nach Gabe von Bupivacain (graue Spur). Die Eichbalken représentieren in A: 200 ms/200 pA,
in B: 100 ms/300 pA und C: 100 ms/150 pA.

Im néchsten experimentellen Schritt wurde die Wirkung der extrazelluldren pH-
Wert Erniedrigung in Anwesenheit von Bupivacain getestet (sieche Abb. 3.5, C). Nach
Gabe von Bupivacain wurde der Auswirtsstrom zunéchst - wie erwartet - um 45
+ 2% reduziert (n = 7, siche Abb. 3.5, C). Nachdem sich ein konstanter Effekt
unter Bupivacain eingestellt hatte, wurde zusétzlich der pH-Wert von pH 7,2 auf
pH 6,4 erniedrigt. Dieses Vorgehen fiihrte jedoch zu keiner weiteren Abnahme der
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Stromamplitude, sondern in erster Ndherung zu einem geringgradigen, aber nicht
signifikanten Anstieg des Stroms um 4 + 1% (n = 7, siche Abb. 3.5, C).

Diese Effekte lassen sich plausibel durch eine pH-abhéngige Deblockade der TASK-
Kanéle durch Bupivacain erkléaren [52]. Vergleicht man diese Effekte in individuellen
Zellen, so fithrt die Erniedrigung des pH-Werts zu einer signifikanten Reduktion der
Stromamplitude bei -28 mV von 27 + 3% (n = 5, p < 0,008; siche Abb. 3.5, D).
Nach dem Auswaschen des pH-Effekts und dem Erreichen der Stromamplitude unter
Kontrollbedingungen fiihrte die Applikation von Bupivacain (20 pM) zu einer signi-
fikanten Verkleinerung des Stroms auf 28 + 6% (n = 5, p < 0,01; siehe Abb. 3.5, D).
Die Inhibition der Stromantwort durch die pH-Verschiebung bzw. durch Bupivacain
unterschieden sich dabei nicht signifikant (p < 0,95).

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass Bupivacain und eine pH-Wert Erniedri-
gung mit hoher Wahrscheinlichkeit dieselbe Stromkomponente beeinflussen. Dariiber
hinaus deuten die Ergebnisse darauf hin, dass TASK-Kanéle zur Leckleitfihigkeit in
thalamokortikalen Schaltneuronen beitragen und das Substrat der pH-Abhéngigkeit
dieser Leckleitfahigkeit bilden.

3.4 Halothan-sensitive Strome in thalamischen
Neuronen

Ein weiteres typisches Charakteristikum von TASK-Kanélen ist ihr Verhalten ge-
geniiber Inhalationsanésthetika [101]. In thalamischen Zellen bewirkte die Additi-
on von 1% Halothan zur extrazellularen Fliissigkeit fiir 3 Min. einen signifikanten
(p < 0,0001) und reversiblen Anstieg der Amplitude des Auswéirtsstroms (bei -28
mV) um 64 £ 3% (n = 6; siche Abb. 3.6, A; schwarze Rechtecke). Die Halothan-
sensitive Stromkomponente konnte durch graphische Subtraktion der jeweiligen Ram-
penstrome bestimmt werden, indem die Strome unter Kontrollbedingungen von den
Stromen wihrend des Substanzeffekts abgezogen wurden (Halothan - Kon). Die
Strom-Spannungs-Beziehung zeigte einen linearen Verlauf und eine nur méafig aus-
gepragten Auswirtsgleichrichtung bei Spannungswerten oberhalb von -45 mV (nicht
dargestellt). Das Umkehrpotenzial des Halothan-sensitiven Stroms konnte bei -68 +
4 mV bestimmt werden und lag damit bei positiveren Potenzialen als das erwartete
Umkehrpotenzial fiir K*-Strome (-104 mV).

Diese Beobachtung lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass verschiedene Ionen
an der Entstehung dieser Stromkomponente beteiligt sind. In einer extrazelluldren
Losung mit einem pH-Wert von 6,4 fithrte die Gabe von Halothan zu einer Strom-
zunahme von 42 + 2% (n = 4; siehe Abb. 3.6, A; offene Kreise) und lag damit
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3.4 Halothan-sensitive Strome in thalamischen Neuronen

signifikant (p < 0.006) unter den Vergleichswerten in pH 7,2. Das Umkehrpotenzial
wurde in diesen Messungen auf -49 £+ 2 mV verschoben (n = 3; nicht dargestellt).
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Abb. 3.6 Halothan-sensitive Stromkomponenten. (A) Darstellung der Stromamplitude bei
-28 mV in Abhingigkeit von der Zeit nach Applikation von Halothan in pH 7,2 (geschlossene Qua-
drate), pH 6,4 (offene Kreise) und in pH 6,4 unter K™-Strom Isolation (pH 6,4/Na™-frei; offene
Quadrate). Einschub: Originalspuren der Membranantwort gegeniiber einem Spannungssprung von
-28 mV auf -68 mV (Dauer: 500 ms) unter Kontrollbedingungen (Kon) und nach Gabe von Halothan.
Die Eichbalken représentieren 100 ms bzw. 200 pA. (B) I/V der Halothan-sensitiven Komponente,
die durch ein Rampenprotokoll von -30 mV auf -120 mV iiber 800 ms ausgeldst wurde. Die Strome
wurden durch graphische Subtraktion erhalten (Halothan - Kon). Die Messungen wurden in Anwe-
senheit der KT-Kanal Inhibitoren TEA (20 mM), 4-AP (6 mM), TTX (1 gM) und ZD 7288 (100 M)
durchgefiihrt; dariiber hinaus wurde eine Nat-freie extra- und intrazellulire Losung verwendet; die
extrazellulire Ca?t-Konzentration lag bei 0,5 mM. Um einen reversiblen Effekt zu erhalten, wurde
1% Halothan fiir 3 Minuten appliziert (modifiziert nach [77]).

Diese Beobachtung passte gut zu der Annahme, dass durch die pH-Wert Er-
niedrigung und dadurch folgenden Blockade der TASK-Kanéle ein K™-Anteil der
Halothan-sensitiven Komponente inhibiert wurde. Um die ionale Zusammensetzung
der Halothan-sensitiven Komponente weiter zu charakterisieren, wurde das beschrie-
bene Rampenprotokoll (von -30 mV auf -120 mV in 800 ms) in einer externen Losung
mit TEA (20 mM), 4-AP (6 mM), TTX (1 uM) und ZD 7288 (100 uM) verwendet.
Dariiber hinaus wurde in einer Na™-freien intra- und extrazelluldren Losung gearbei-
tet und die externe Ca?t-Konzentration auf 0,5 mM eingestellt. Unter diesen Bedin-
gungen zeigte die Halothan-sensitive Komponente eine deutliche Auswértsgleichrich-
tung und ein Umkehrpotenzial bei -92 £ 1 mV (n = 3; sieche Abb. 3.6, B; schwarze
Spur; errechnetes Ex = -94 mV). Mit einem extrazellularen pH-Wert von 6,4 Ein-
heiten wurde die Halothan-sensitive Komponente nahezu komplett blockiert (n = 3;
siche Abb. 3.6, A; offene Quadrate, B; graue Spur). Zusammengefasst zeigen diese
Daten, dass der Halothan-sensitive Strom durch TASK-Ké&nale, sowie durch aktuell
nicht identifizierte Na*- und/oder Ca?*-Kaniile getragen wird.

35
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3.5 Metabotrope ACh Rezeptor-vermittelte
Modulation der K™ -Leckleitfahigkeit

Die Blockade der K'-Leckleitfahigkeit durch die Aktivierung von mACh Rezepto-
ren hat eine hohe funktionelle Relevanz beziiglich des Wechsels zwischen thalami-
schen Aktivitidtszustédnden [66]. Um die Beziehung zwischen TASK-Kanélen und der
beschriebenen K*-Leckleitfihigkeit weiter zu charakterisieren, wurden die Effekte
von Bupivacain und extrazellularer pH-Wert Erniedrigung auf Muskarin- und Ach-
induzierte Antworten in thalamokortikalen Schaltneuronen untersucht. Die Applikati-
on von ACh (50 uM) oder Muskarin (50 M) fithrte zu einer signifikanten (p < 0,0001)
Reduktion des Auswértsstroms bei -28 mV von 35 £ 3% (n = 3; nicht dargestellt)
bzw. 34 + 4% (n = 14; siehe Abb. 3.7, A/B).
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Abb. 3.7 Applikation von Muskarin (50 uM) in Anwesenheit/Abwesenheit von Bupiva-
cain bzw. in pH 7,2 oder pH 6,4. (A) Originalspuren der Stromantwort auf einen Spannungs-
sprung von -28 mV auf -68 mV iiber 500 ms unter Kontrollbedingungen und nach Gabe von Muska-
rin. (B) Darstellung der Stromamplitude bei -28 mV in Abhéngigkeit von der Zeit. Die Applikation
von Muskarin wird durch den horizontalen Balken reprisentiert. (C, D) I/V der Blocker-sensitiven
Stromkomponenten nach graphischer Subtraktion (vor Muskarin - wihrend Muskarin). Die Strome
wurden durch ein Rampenprotokoll von -30 mV nach -120 mV (Dauer: 800 ms) ausgelost. Muskarin
blockiert einen einwirts- und auswiirts-gleichrichtenden Strom unter Kontrollbedingung (schwarze
Spuren) und einen einwirts-gleichrichtenden Strom unter Anwesenheit von Bupivacain (C, graue
Spur) bzw. in pH 6,4 (D, graue Spur; modifiziert nach [77]).
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Es muss dennoch erwdhnt werden, dass in 2 von 16 Zellen die Applikation von
Muskarin in einer 10%igen VergroBerung der Stromamplitude resultierte. Diese Zel-
len wurden nicht in die Auswertung eingeschlossen. Die Muskarin-sensitive Kompo-
nente wurde durch graphische Subtraktion der Rampenstrome in Anwesenheit von
Muskarin (siehe Abb. 3.8, B; graue Spur) von den gemesssenen Stromen in Abwesen-
heit des Muskarins (vor Muskarin - wihrend Muskarin) gewonnen (siche Abb. 3.8,
B; schwarze Spur). Sie zeigte dabei eine Einwérts- und Auswiértsgleichrichtung, sowie
ein Umkehrpotenzial nahe dem erwarteten K*-Gleichgewichtspotenzial (E,., = -104
+ 4 mV, n = 4; siehe Abb. 3.8, A; geschlossene Quadrate).

Im néchsten experimentellen Schritt wurde Bupivacain verwendet, um die mogli-
cherweise beteiligten TASK-Kanéle zu blockieren. In Anwesenheit von Bupivacain
fithrte die Koapplikation von Muskarin zu einer kleinen, aber signifikanten (p < 0,002)
Verringerung des Auswirtsstroms bei -28 mV von 4 + 9% (n = 12, nicht dargestellt).
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Abb. 3.8 Muskarin-sensitive (50 ;M) Rampenstréme unter verschiedenen Ableitbe-
dingungen. (A) I/V der Muskarin-sensitiven Stromkomponente unter Kontrollbedingungen (ge-
schlossene Quadrate), in Anwesenheit von Bupivacain (offene Quadrate) und in pH 6,4 (Kreise).
Die I/V wurde durch graphische Subtraktion (vor Muskarin - wihrend Muskarin; -30 mV nach -120
mV iiber 800 ms) gewonnen. (B, C, D) Repriisentative, durch die beschriebenen Rampenprotokol-
le ausgeloste Stromspuren unter Kontrollbedingungen (Kon) bzw. nach Applikation von Muskarin

(Muskarin), Bupivacain (Bupi) und in pH 6,4.
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Die zugehorige I/V wurde durch Subtraktion der Strome (vor Substanzeffekt -
wihrend des Substanzeffekts) kalkuliert (siche Abb. 3.8, C) und zeigte einen einwarts-
gleichrichtenden K*-Strom (E,, = -104 + 2 mV; n = 5; siche Abb. 3.8, A; offene
Quadrate). Um diese Daten zu bestatigen wurde Muskarin in pH 6,4 eingesetzt, um
so die TASK-Kanal Beteiligung erneut weitgehend zu unterdriicken. Dabei zeigte
die Muskarin-sensitive Stromkomponente eine Einwértsgleichrichtung, und der Strom
kehrte bei -103 + 2 mV um (n = 3, E; = -104 mV; siche Abb. 3.8, A; geschlossene
Kreise).

Um diese Befunde zu erhérten, wurden die Muskarin-Effekte in individuellen
Zellen unter verschiedenen Ableitbedingungen untersucht. In sechs thalamokortika-
len Zellen zeigte die Muskarin-sensitive Komponente einen einwérts- und auswérts-
gleichrichtenden Anteil mit einem Umkehrpotenzial von -104 + 1 mV (n = 6; siehe
Abb. 3.7, C/D; schwarze Spuren). Nach dem Auswaschen des beschriebenen Effekts
erfolgte eine zweite Gabe von Muskarin, diesmal jedoch in Anwesenheit von Bupiva-
cain bzw. in pH 6,4. In beiden Ableitbedingungen war die I/V der Muskarin-sensitiven
Komponente durch eine Einwértsgleichrichtung charakterisiert und kehrte nahe dem
K*-Gleichgewichtspotenzial um (Muskarin/Bupivacain: E,.., = -105 = 1 mV, n = 3;
Muskarin/pH 6,4: E,., =-103 = 1 mV, n = 3).

Zusammengefasst deuten diese Daten darauf hin, dass die Aktivierung von mACh
Rezeptoren zu einer Inhibition von TASK und einwérts-gleichrichtenden (Kir) K-
Kanélen fiihrt.

3.6 Spezifische Effekte von extrazellularen divalenten
Kationen und Spermin auf TASK-Strome

Um eine bessere Aussage iiber den relativen Beitrag der Kandle TASK1 und TASK3
zum Leckstrom thalamokortikaler Neurone treffen zu konnen, wurde die unterschiedli-
che Sensitivitdat der beiden TASK-Isoformen gegeniiber extrazelluldren divalenten Ka-
tionen und Spermin genutzt [88]. Die Neurone wurden mit einer Ca®"-freien Lésung
superfundiert (4 mM Mg®") und zeigten unter diesen Bedingungen einen anhalten-
den Auswértsstrom von 626 + 226 pA bei einem Membranpotenzial von -28 mV (n
= 19). Durch zusitzliches Entfernen der Mg?*-Ionen aus der Badlosung vergroferte
sich der Strom um 18 + 6% (n = 12; p <0,001; siehe Abb. 3.9, A-C). Die I/V der
Kationen-sensitiven Komponente konnte durch Verwendung von Spannungsrampen (-
28 mV nach -138 mV iiber 800 ms) und anschliefender Subtraktion der Strome unter
Kationen-freien Ableitbedingungen von den Membranantworten unter Kontrollbedin-
gungen (siche Abb. 3.9; C, D) kalkuliert werden. Der subtrahierte Strom zeigte eine
nahezu lineare Strom-Spannungs-Beziehung und ein Umkehrpotenzial bei -105 + 8
mV (n = 8), welches nahe am errechneten K*-Gleichgewichtspotenzial (-104 mV) lag.
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Abb. 3.9 Effekte von divalenten Kationen und Spermin auf IKgo. (A) Normalisierte Strom-
amplitude (bei -28 mV) aufgetragen gegen die Zeit unter Kontrollbedingungen (pH 7,3; schwarze
Quadrate; n = 6) und nach extrazellulirer pH-Wert Erniedrigung (pH 6,0; offene Quadrate; n = 4).
Die Zeit, in der die Zellen mit Kationen-freier Losung versorgt wurden, wird durch die horizontale
Linie angezeigt. (B) Zusammenfassende Darstellung des Stroms bei pH 7,3 (schwarze Sdule), nach
Inkubation mit Bupivacain (20 uM; graue Sdule) und bei pH 6,0 (weifle Séule). (C) Reprisentative
Stromspuren die durch Rampenprotokolle von -28 mV nach -138 mV (Dauer: 800 ms) ausgelost wur-
den unter Kontrollbedingungen (schwarze Spur) und in Kationen-freier Losung (graue Spur). (D-F)
I/V-Beziehung der divalenten Kationen-sensitiven Komponente bei pH 7,3 (D; Kationen-frei - Kon-
trolle), der pH-sensitiven Komponente (E; pH 7,3 - pH 6,0) und der Kationen-sensitiven Komponente
in pH 6,0 (F; divalente Kationen-frei - pH 6,0) nach graphischer Subtraktion. (G) Amplitude des
Stroms iiber die Zeit in einem thalamokortikalen Schaltneuron unter ,,voltage-clamp“-Bedingungen.
Die Applikation von Spermin bzw. die Kationen-freie Losung sind durch horizontale Balken ange-
zeigt. (H) Strom-Spannungs-Beziehung der Spermin-sensitiven Komponente (500 uM; Kationen-frei

- Spermin) nach Subtraktion der Rampenstrome (modifiziert nach [88]).
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In 4 von 23 untersuchten Zellen kehrte der Subtraktionsstrom bereits bei circa -50
mV um. Diese Zellen wurden nicht in die Analyse eingeschlossen. Die Vorinkubation
mit Bupivacain fiihrte zu einer deutlichen Erniedrigung des durch die Kationen-freie
Losung vermittelten Effekts (7 £ 2%; n = 3; siche Abb. 3.9; B). Die folgende Serie
von Experimenten wurde in extrazelluliren Losungen mit einem pH Wert von 6,0
durchgefiihrt. Unter diesen experimentellen Bedingungen zeigte sich der anhaltende
Ausswértsstrom bei -28 mV um 35 + 5% (n = 4) gegeniiber den Kontrollbedingun-
gen erniedrigt (siehe Abb. 3.9; B). Das Entfernen der Mg**-Tonen aus der Badlésung
fithrte zu einer signifikant (p < 0.002) kleineren Zunahme des stehenden Auswérts-
stroms von 5 £ 1% im Vergleich zu den Effekten unter Kontrollbedingungen (pH 7,3;
sieche Abb. 3.9, A; B). Die pH-sensitive Komponente zeigte eine deutliche Auswérts-
gleichrichtung, wie fiir TASK-Strome zu erwarten, und ein Umkehrpotenzial von -100
+ 5mV (n = 4). Die divalente Kationen-sensitive Stromkomponente in pH 6,0 wur-
de durch eine Einwértsgleichrichtung und ein Umkehrpotenzial bei -106 + 11 mV
(n = 4; siche Abb. 3.9; F) charakterisiert, was auf eine Beteiligung von einwérts-
gleichrichtenden K*-Kanilen hinweist.

Die divalente Kationen-sensitive Stromkomponente wurde in thalamischen Neurone
dariiber hinaus durch die Applikation von Spermin im Hirnschnittpraparat untersucht
(siche Abb. 3.9; G). In Mg*-freier Losung resultierte die Zugabe von 100 bzw. 500
M Spermin in einer reversiblen Abnahme der Stromamplitude von 14 + 4% (n = 3)
bzw. 24 + 6% (n = 3; siehe Abb. 3.9; G). Die I/V der Spermin-sensitiven Komponente
dhnelte dem Verlauf der divalenten Kationen-freien Stromkomponente und zeigte ein
Umkehrpotenzial von -103 + 6 mV (siche Abb. 3.9; H).

In der Zusammenfassung dieser Ergebnisse zeigen die pH-, die divalente Kationen-
und die Spermin-sensitiven Stromkomponenten in thalamokortikalen Schaltneuronen
eine Amplitude von 100 bis 300 pA bei Membranpotenzialen um -28 mV. Da TASK1-
Kanéle insensitiv gegeniiber divalenten Kationen und Spermin sind [88], lassen die
Daten den Riickschluf} zu, dass der grofiere Anteil des Auswiértsstroms in diesen Zellen
durch TASK3 getragen wird.

3.7 Einfluss der K'-Leckleitfihigkeit auf das
Feuerverhalten thalamischer Neurone

Die funktionelle Relevanz der Modulation von TASK-Kanélen auf das Aktionspo-
tenzialmuster thalamokortikaler Neurone wurde unter ., current-clamp“-Bedingungen
untersucht. Die Ableitungen wurden unter Verwendung eines DC-Stroms von leicht
hyperpolarisierten Werten des Membranpotenzialen ausgehend durchgefiihrt (-73 £
I1mV,n=12; V,ee =-71 £ 1 mV, n = 24). Unter diesen Ableitbedingungen fithrten
depolarisierende Strompulse (siehe Abb. 3.10, oberer Abbildungsteil) zur typischen
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3.7 Einfluss der K'-Leckleitfihigkeit auf das Feuerverhalten thalamischer Neurone

Salvenaktivitdt mit 2-5 Na®™/K*-Aktionspotenzialen auf einem sogenannten nieder-
schwelligen ,, Ca®"-spike“ (siche Abb. 3.10, A, B, D).

I L
A Kon Bupivacain
Mv MMM/
-72mV
B pH 7,2 pH 6,4
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Kon
-61 mV l
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Abb. 3.10 Effekte von Bupivacain, pH-Wert Erniedrigung, Halothan und Muskarin auf
das Aktionspotenzialmuster thalamokortikaler Neurone. Alle Muster wurden unter current-
clamp-Bedingungen gemessen und durch einen 300 ms langen 100 - 200 pA depolarisierenden Strom-
puls ausgelost. Von hyperpolarisierten Werten des Membranpotenzials ausgehend (siehe Markierung
an den Spuren) wurden durch die Stimulation Aktionspotenziale in Form von Salven ausgelost (A,
B, D; linke Spalte). Die Gabe von Bupivacain (20 pM, A), pH-Wert Erniedrigung in ZD 7288 (B)
und die Applikation von Muskarin (50 uM, D) fithrten zu einer Depolarisation der Membran und dem
damit einhergehenden Wechsel des Aktionspotenzialsmuster zu tonischen Folgen von Aktionspoten-
zialen als Antwort auf die Stimulation. Die Gabe von Halothan (1%, C) bei einem Mebranpotenzial
von -61 mV resultierte in einer Membranhyperpolarisation und einem Wechsel aus dem tonischen
Modus in den Salvenentladungsmodus, der durch ein niederschwelliges Ca?t-Aktionspotenzial, mit
einzelnen Na™ /K*-Aktionspotenzialen gekennzeichnet ist (modifiziert nach [77]).

Die Analyse der ersten beiden Aktionspotenziale der Salve ergab eine Frequenz
von 148 + 7 Hz (n = 12). Die Applikation von Bupivacain (20 M) fiihrte zu einer
Membrandepolarisation auf 42 + 3 mV, die von einem Wechsel des Aktivitdtsmodus
begleitet wurde. Die Zellen wechselten von der Salvenaktivitéit zu einer tonischen Ak-
tionspotenzialgenerierung (siche Abb. 3.10, A; n = 3). Dabei ergaben sich Frequenzen
im Bereich von 38 + 9 Hz (n = 3). Ahnliche Ergebnisse wurden beobachtet, wenn der
extrazellulare pH-Wert von 7,2 auf 6,4 Einheiten in Anwesenheit von ZD 7288 (100
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3 Ergebnisse

M) reduziert (Membranpotenzial bei pH 6.4: -52 + 3 mV; Frequenz: 32 4+ 10 Hz; n =
6; siche Abb. 3.10, B) oder Muskarin (50 M) appliziert wurde (Membranpotenzial:
-49 + 2 mV; Frequenz: 37 + 4 Hz; n = 3; siehe Abb. 3.10, D). Alle beschriebenen
Effekte waren reversibel.

Die Effekte des Inhalationsnarkotikums Halothan wurden von leicht depolarisier-
ten Werten des Membranpotenzials ausgehend (- 61 £ 2 mV; n = 4) untersucht.
Das Membranpotenzial wurde jeweils durch die Verwendung eines depolarisierenden
DC-Stroms eingestellt. Die bereits beschriebene Stimulation (100 - 200 pA; 300 ms)
loste unter diesen Bedingungen tonische Folgen von Aktionspotenzialen aus (siehe
Abb. 3.10, C). Halothan (1%) bewirkte eine Hyperpolarisation der Membran auf -
68 £ 1 mV (n = 4) begleitet von einem Wechsel des Aktivitdtsmodus in Richtung
eines niederschwelligen Ca?"-Spikes, der typischerweise ein einzelnes Aktionspotenzi-
al ausloste. Neben der Offnung von TASK-Kanilen kénnte diese Beobachtung auch
durch eine Halothan-vermittelte Abnahme des Eingangswiderstands oder durch eine
Blockade des T-Typ Ca?"-Stroms erklirt werden [107, 122]. Beide Effekte wiirden
ebenfalls in einer Verschiebung des vorherrschenden Membranpotenzials resultieren
und konnten sich somit auf die Aktionspotenzialentstehung auswirken. Tatsdchlich
fithrte eine lingere Applikation von Halothan unter denselben Ableitbedingungen zu
einer passiven Membranantwort (nicht dargestellt).

3.8 Koexpression von HCN- und TASK-Kanal
Isoformen im dCGL

In Vorbereitung der elektrophysiologischen Studien zur Interaktion von HCN- und
TASK-Kanilen, wurde die Expression im dCGL auf Gewebeniveau untersucht. RT-
PCR Experimente zeigten dabei deutliche Signale fiir TASK1 und TASK3, wéhrend
TASK2 kaum und TASKS5 iiberhaupt nicht detektierbar waren (siehe Abb. 3.1, A und
Abb. 3.11, A). Im Anschluss daran wurde ein Ansatz mittels quantitativer ,,real time*-
PCR gewéhlt, um bessere Aussagen iiber das Expressionsniveau treffen zu kénnen.
Nach Normalisierung gegen das Kontrollgen 3-Mikroglobulin zeigte sich ein um 4,4
+ 0,2 (n = 3) hoheres Expressionsniveau fiir TASK3 im Vergleich zu TASK1 (siehe
Abb. 3.11, C).

Vergleichbare Expressionslevel wurden auch fiir kortikale (3,6 £ 0,1; n = 3) und
hippokampale (3,5 £ 0,1; n = 3) Gewebeproben gefunden (nicht dargestellt). Im Cere-
bellum, fiir das eine hohe TASK1-Expression gezeigt werden konnte [1], ergab sich ein
TASK3/TASK1-Verhiltnis von 0,7 + 0,1 (n = 3). Die Expression von HCN-Kanlen
wurde nach dem gleichen Prinzip untersucht. Konventionelle PCR-Protokolle beleg-
ten eine Expression fiir alle vier HCN-Isoformen (siehe Abb. 3.11, A). Die Verwendung
der , real time“-PCR-Technik ergab zwischen HCN2/HCN3 und HCN4 ein Verhéltnis
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3.8 Koexpression von HCN- und TASK-Kanal Isoformen im dCGL

von 7,5 + 0,1 (n = 3) bzw. HCN2/HCNT1 ein Verhéltnis von 12 £+ 0,1 (n = 3; siehe
Abb. 3.11, C). In der Zusammenfassung der Ergebnisse kann gefolgert werden, dass
TASK3 und HCN2 die dominanten Kanalisoformen im dCGL darstellen.
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Abb. 3.11 PCR und immunzytochemische Ergebnisse zur Expression der TASK- und
HCN-Kanile im dCGL der Ratte. (A) Konventionelle PCR zur Expression der Kanéle TASK1-
5 sowie HCN1-4 in dCGL Gewebe. (B) Koexpression von HCN2- und TASK3-Kanilen in identifizier-
ten thalamokortikalen Neuronen. (C) Quantitative Analyse der Expression von TASK1 und TASK3
sowie HCN1-4 im Vergleich zu [o-Mikroglobulin in Gewebeproben des dCGL. Die Anzahl der Zy-
klen wurde gegen das normalisierte Fluoreszenzsignal aufgetragen (ARn). (D) Immunhistochemiche
Darstellung von TASK3 (griin) und HCN2 (rot) auf identifizierten Neuronen in Zellkulturen des dor-
salen Thalamus. Der Overlay (rechte Abbildung) zeigt die Koexpression beider Kanalproteine. (E)

Overlay

Immunhistochemische Koexpression von Mikrotubuli-assoziierten Protein II (MAP2, blau), einem
fiir Neurone spezifischen Molekiil sowie Parvalbumin (Parv, griin), einem fiir TC Neurone spezifi-
schen Molekiil im Vergleich mit TASK3 (rot) in kultivierten thalamokortikalen Schaltneuronen. Die
Uberlagerung der Einzelfirbungen (rechte Abbildung) belegt die Kolokalisation. (modifiziert nach

[79))
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3 Ergebnisse

Im néchsten experimentellen Schritt wurde die zelluldre Lokalisation des HCN2-
und TASK3-Kanals néher untersucht. Nach akuter Isolierung einzelner Neurone des
dCGL wurden thalamokortikale Schaltneurone anhand ihrer morphologischen Eigen-
schaften ausgewahlt [74, 80, 93] und jeweils 10 Zellen mittels eines Laserdissekti-
onsmikroskops fiir weitere RT-PCR Analysen gesammelt. Unter Verwendung von
HCN2- und TASK3-spezifischen Primerpaaren wurden detektierbare Signale fiir beide
Kanéle nachgewiesen (sieche Abb. 3.11, B). Dariiber hinaus konnten mit TASK3- und
HCN2-spezifischen Antikérpern eine dichte, beide Kanéle exprimierende Population
von Zellen im thalamischen Hirnschnittpraparat dargestellt werden (nicht gezeigt).
Auch in thalamischen Zellkulturen konnte die Koexpression der beiden Kanéle belegt
werden (siche Abb. 3.11, D). Dass es sich bei den TASK3/HCN2-positiven Zellen
tatsdchlich um thalamokortikale Schaltneurone handelt, wurde durch die Expression
von Mikrotubuli assoziiertem Protein (MAP2) und dem fiir thalamische Schaltneuro-
ne typischen Ca*"-Bindungsprotein Parvalbumin [45, 78] bestitigt (siehe Abb. 3.11,
D).

3.9 Interaktion von TASK- und HCN-Kanalen:
Charakterisierung pH-sensitiver Rampenstrome

Um die funktionelle Interaktion zwischen HCN- und TASK-Kanélen zu beschreiben,
wurde der extrazelluldre pH von 7,3 entsprechend Kontrollbedingungen auf pH 6,3
erniedrigt, einen Wert der bspw. bei zerebralen Ischdmien beobachtet wird [114]. Da
sowohl Strome, die durch HCN- als auch durch TASK-Kanéle flielen, sensitiv ge-
geniiber Verdnderungen des extrazelluldren pH-Werts reagieren [63, 77, 119], verur-
sacht dieses experimentelle Prozedere eine Modulation der K*-Leckleitfihigkeit und
des H-Stroms (I, HCN). Die Strome durch TASK-Kanéle wurden von einem Hal-
tepotenzial bei -30 mV durch ein Rampenprotokoll nach -120 mV (Dauer: 800 ms)
ausgelost. Die entsprechende 1/V wurde durch graphische Subtraktion der Rampen-
strome (pH 7,3 - pH 6,3) erhalten. Die I/V der pH-sensitiven Komponente war durch
Auswértsgleichrichtung (siehe Abb. 3.12; A; graue Spur, pH 6,3 spét) und ein Um-
kehrpotenzial bei -89 + 3 mV (n = 5; siehe Abb. 3.12, A) charakterisiert.

Das Umkehrpotenzial lag damit circa 15 mV iiber dem errechneten K*-Gleich-
gewichtspotenzial (Ex =-104 mV). Allerdings konnte eine graduelle Verédnderung des
Umkehrpotenzials beobachtet werden: dieses lag bei -103 = 1 mV circa 3 Minuten
nach pH-Wert Erniedrigung (siehe Abb. 3.12; A und B; offene Kreise) und bei -91 +
3 mV (siehe Abb. 3.12, A, graue Linie und B; graues Quadrat; n = 3) circa 7 Minuten
nach pH-Wert Erniedrigung. Um zu demonstrieren, dass diese pH-Wert abhéngigen
Effekte zumindest teilweise auch iiber HCN-Kanéle vermittelt werden, wurde ZD 7288
als H-Strom Inhibitor eingesetzt. Bei Inkubation der Zellen mit ZD 7288 (100 M) vor
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3.9 Charakterisierung pH-sensitiver Rampenstrome

Anderung des pH-Werts Mandover, zeigte die I /V der pH-sensitiven Komponente eine
fiir TASK-Kaniile typische Auswirtsgleichrichtung und ein Umkehrpotential von -103
+ 2mV (n = 7; siehe Abb. 3.12, A; schwarze Spur, pH 6,3/ZD 7288), demzufolge nahe
dem KT-Gleichgewichtspotenzial gelegen. Die Umkehrpotentiale der pH-sensitiven
Komponente mit und ohne den Einfluss von ZD7288 waren signifikant (p < 0,001)
unterschiedlich. Um den Einfluss einer pH-Wert Erniedrigung auf die HCN-Kanéle
direkt darzustellen, wurde I, von einem Haltepotenzial von -43 mV ausgehend durch
hyperpolarisierende Spannungsspriinge mit zunehmender Amplitude (AV = -10 mV)
und abnehmender Pulsldnge (At = -500 ms) ausgelost (d.h. 6 Sekunden bei -53 mV
bis 2 Sekunden bei -133 mV). Den hyperpolarisierenden Pulsen folgte ein konstanter
Spannungssprung nach -93 mV (siehe Abb. 3.12, C).
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Abb. 3.12 PH-sensitive Stromkomponenten in thalamokortikalen Schaltneuronen. (A)
I/V der pH-sensitiven Komponente nach graphischer Subtraktion (pH 7,3 - pH 6,3) in An- (schwar-
ze Spur) und Abwesenheit (graue Spur und offene Kreise nach 10 und 5 Minuten extrazellulérer
Azidose) von ZD 7288 (100 pM). Die Stréme wurden durch Rampenprotokolle (von -30 nach -120
mV iiber 800 ms) ausgeldst. (B) Werte des Umkehrpotenzials der pH-sensitiven Stromkomponenten
in der An- (schwarze Kreise) und Abwesenheit (offener Kreis: 4-5 Minuten nach pH-Erniedrigung;
graues Quadrat: 9-10 Minuten nach pH-Erniedrigung) von ZD 7288. (C) Familie von Stromspuren in
pH 7,3 (schwarze Spuren) und pH 6,3 (graue Spuren) in thalamischen Schaltneuronen. Stromspuren
bei -63, -83, -103 und -123 mV sind dargestellt. (D) Aktivierungskurve von I, in pH 7,3 (schwarze
Kreise, n = 7) und in pH 6,3 (graue Kreise, n = 7). Die durchgezogenen Linien reprisentieren eine

Boltzmann Approximation.
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3 Ergebnisse

Die Ableitungen wurden in Ba?* (150 pM) durchgefiihrt, um eine Beeinflussung
von TASK- oder einwérts-gleichrichten K*-Strémen zu verhindern [77]. Die Analyse
des deaktivierenden Stroms ergab eine halbmaximale Aktivierung des I bei einem
Membranpotenzial von -83 + 2 mV (n = 9) bei pH 7,3 (siehe Abb. 3.12, D, schwarze
Kreise). Etwa 10 Minuten nach der Erniedrigung des extrazellularen pH-Werts von
7,3 auf 6,3 zeigte sich eine signifikante Verschiebung (p = 0.007) der halbmaxima-
len Aktivierung des H-Stroms auf -88 + 2 mV (n = 7, siehe Abb. 3.12, D, graue
Kreise). Um sicherzustellen, dass der beschriebene Befund nicht Ausdruck eines Aus-
wascheffekts (,,run downs*) war, wurden die gleichen Protokolle in 10 miniitigen In-
tervallen unter Kontrollbedingungen appliziert. Dabei ergab sich keine signifikante (p
= 0.153) Verdnderung der halbmaximalen Aktivierung (1. Protokoll: -86 + 3 mV; 2.
Protokoll: -84 + 3 mV; Daten nicht dargestellt). Zusammengefasst legen die beschrie-
benen Befunde den Riickschluss nahe, dass HCN- und TASK-Kanéle einen Beitrag
zur pH-sensitiven Komponente in thalamokortikalen Schaltneuronen liefern und die
Erregbarkeit der Zellmembran gegenteilig beeinflussen.

Zuniichst fiihrte die Applikation des ZD 7288 zu einer signifikanten (p = 5 x 1077)
Hyperpolarisation der Membran von Ruhewerten auf -79 + 2 mV (Vzp; n = T,
siche Abb. 3.13, A). Wurde das Membranpotenzial durch einen DC-Strom auf das
Ausgangsniveau von -73 mV zuriickgefiihrt, 16ste das beschriebene depolarisierende
Pulsprotokoll einen typischen Ca**-Spike mit Entladungssalven aus (Fzp/y = 136 &
11 Hz; n = 6; siehe Abb. 3.13, B und Abb. 3.13, E).

Unter diesen Ableitbedingungen resultierte die extrazelluldre Ansduerung in einer
deutlichen Membrandepolarisation auf (Vzp/pme.3) -52 £ 3 mV (n = 6; sieche Abb.
3.13, A), wodurch ein Wechsel der Aktionspotenzialgenerierung von dem Salvenmodus
zu einem tonischen Entladungsverhalten stattfand (FZD/pH6.3 = 32 £+ 8 Hz; n = 6;
siche Abb. 3.13, B und Abb. 3.13, F).

3.10 Interaktion von TASK- und HCN-Kanilen:
Effekte der extrazellularen pH-Wert Erniedrigung
auf das Aktionspotenzialmuster thalamischer
Zellen

Die funktionelle Konsequenz der Beeinflussung sowohl von HCN- als auch TASK-
Kanilen durch extrazellulire pH-Wert Verschiebungen wurde unter current clamp-
Bedingungen untersucht. Die Ableitungen erfolgten bei durch DC-Strominjektion
leicht hyperpolarisierten Werten des Membranpotenzials (Vg = -73 = 1 mV, n =
12; Ruhepotenzial: -71 £ 1 mV, n = 25 siehe Abb. 3.13, A).
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3.10 Interaktion von TASK- und HCN-Kanélen
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Abb. 3.13 Effekte von pH-Wert Verschiebungen auf das Entladungsverhalten thala-
mokortikaler Schaltneurone der Ratte unter ,,current clamp“-Bedingungen. (A) Werte
des Membranruhepotenzials unter verschiedenen Ableitbedingungen. Vi = Membranruhepotenzial
unter Kontrollbedingungen; Vzp = Membranruhepotenzial in Anwesenheit von ZD 7288 (100 uM);
Vi = Haltepotenzial, iiber DC-Strominjektion eingestellt; V¢ 3 = Membranruhepotenzial bei pH
6,3; Vzp/pre,3 = Membranruhepotenzial bei pH 6,3 in ZD 7288. (B) Frequenzen der Aktionspoten-
tialgenerierung unter verschiedenen Ableitbedingungen. Die Frequenzen wurden durch die Analyse
der ersten beiden Aktionspotenziale nach Applikation des depolarisierenden Pulsprotokolls ermit-
telt. Fy = Feuerfrequenz bei Vy; Fzp/ g = Feuerfrequenz bei Vg in Anwesenheit von ZD 7288;
Fpue3 = Feuerfrequenz in pH 6,3; Fzp/pr6 3 = Feuerfrequenz in pH 6,3 unter Anwesenheit von ZD
7288. (C-F) Depolarisierende Strompulse (300 ms, 100 - 200 pA) ausgehend von einem Kontroll-
potenzial bei circa -73 mV l6ste Salvenaktivitdt in Ab- (C) und Anwesenheit (E) von ZD 7288 aus.
Nach extrazellulirer pH-Wert Erniedrigung 1oste das gleiche Stimulationsprotokoll einen Wechsel
von der Salvenaktivitit zu einem tonischen Modus der Aktionspotenzialgenerierung in Anwesenheit
(F), jedoch nicht in Abwesenheit (D) von ZD 7288 aus.

Unter diesen Ableitbedingungen fithrten depolarisierende Stromspriinge zu Entla-
dungssalven, die durch den Ca?*-Spike bedingt wurden und Aktionspotenzialfrequen-
zen von 134 + 10 Hz (n = 6; siehe Abb. 3.13, B, C) auslosten. Die Erniedrigung des
extrazelluldren pH-Werts von 7,3 auf 6,3 Einheiten fiihrte zu einer nicht signifikanten
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3 Ergebnisse

(p > 0.05) Membrandepolarisation auf -68 + 1 mV (siche Abb. 3.13, A), wobei das ty-
pische Muster von Entladungssalven als Antwort auf die Strompulsinjektion erhalten
blieb (F,pe¢3 = 113 £ 1 Hz; siehe Abb. 3.13, B und Abb. 3.13, D; n = 5). Die Blockade
des Ij, durch Vorinkubation mit ZD 7288 verénderte diese Effekte mafigeblich.
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Abb. 3.14 Effekte extrazellulirer pH-Wert Verschiebungen auf die Aktivitidtsmodi
thalamischer Zellen in M#usen. (A) Membranpotenziale unter verschiedenen Ableitbedin-
gungen. Vg /gon+/+ = Membranruhepotenzial unter Kontrollbedingungen in HCN2*/+ Méusen;
Vr/ucn—-/— = Membranruhepotenzial unter Kontrollbedingungen in HCN2~/~ Msusen; Vg = Hal-
tepotenzial unter Verwendung eines DC-Stroms; V,p63/mcn+/+ = Membranruhepotenzial unter
pH 6,3 in HCN2t/* Miusen; Vpme,3/mcN—/— = Membranruhepotenzial unter pH 6,3 in HCN2-/—
Méusen. (B) Frequenzen der Aktionspotenzialgenerierung unter verschiedenen Ableitbedingungen.
In die Analyse wurden jeweils die ersten beiden Aktionspotenziale der Membranantwort einge-
schlossen. Fyony /4 = Feuerfrequenz bei Vi in HCN2*/+ Miusen; Fyon_ /— = Feuerfrequenz
bei Vy in HCN2~/~ Miusen; Fypue3/mon+/+ = Feuerfrequenz bei pH 6,3 in HCN2t/+ Méiusen;
Fore6,3/HcN—/— = Feuerfrequenz bei pH 6,3 in HCN2~/~ Miusen. (C, D) Unter Verwendung eines
depolarisierenden Stimulationsprotokolls (100 - 200 pA, 500 ms) zeigten thalamische Schaltneurone
in HCN*t/* bei einem Haltepotenzial von circa -73 mV oszillatorisches Feuerverhalten unter Kon-
trollbedingungen (C) und in pH 6,3 (D). (E, F) In Neuronen aus HCN2~/~ Miusen loste das
Protokoll unter Kontrollbedingungen ebenfalls eine oszillatorische Membranantwort aus (E). Nach
extrazelluldrer pH-Wert Verschiebung kam es in den ,, Knock out*-Tieren zu einer Membrandepola-

risation, die mit der Generierung tonischer Aktionspotenzialfolgen assoziiert war (F).
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3.11 Simulation der Interaktion von TASK- und HCN-Kanélen

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die Erniedrigung des extrazelluldren
pH-Werts in der Summe zu einer Nettodepolarisation in thalamokortikalen Neuronen
fiihrt und funktionell relevant fiir das Entladungsverhalten der Zellen ist. Aufgrund
des hyperpolarisierenden Einflusses von TASK-Kanilen bzw. aufgrund des depolari-
sierenden Charakters der HCN-Kaniéle stabilisieren TASK-Strome und I, das jeweils
vorliegende Membranpotenzial gegensinnig. Die beiden fiir thalamische Neurone ty-
pischen Modi der Aktionspotenzialgenerierung, das hoch-frequente Salvenverhalten
bzw. der tonische Modus, werden dabei per se nicht veréndert.

Diese pharmakologisch im Hirnschnittpraparat der Ratte erhobenen Daten, wur-
den im néchsten experimentellen Ansatz durch die Verwendung einer HCN2-Knock
out Maus (HCN27/7) niher untersucht [61]. Das Membranruhepotenzial der thala-
mokortikalen Schaltneurone lag in den Wildtyp (HCN™/*) Méusen (Vg mon+/+ =
-69 + 1 mV, n = 22) bei signifikant (p = 1 x 10~!) positiveren Werten als bei den
HCN~/~ Tieren (Ver/gon-/— = -81 & 1 mV, n = 21; siche Abb. 3.14 A), was durch
frithere Ergebnisse bestétigt wurde [61]. Von einem Membranpotenzial bei -73 £ 1
mV ausgehend (DC-Strom), fithrte der Wechsel von pH 7,3 auf pH 6,3 in HCN*/*
Tieren zu einer nicht signifikanten Membranhyperpolarisation (Vpues/monas/+) auf
-75 £ 1 mV (n = 6; sieche Abb. 3.14 A, D). Unter beiden Bedingungen (pH 7,3
und pH 6,4) zeigten sich typische Entladungssalven mit einer Intra-Burst-Frequenz
(FHCN+/+) von 114 + 2 Hz bzw. (FpH6,3/HCN+/+) 111 &+ 6 Hz (H == 6, siche Abb. 3.14
B). In Zellen von HCN~/~ Miusen zeigte sich bei einem Haltepotenzial von -73 mV

unter Kontrollbedingungen eine Intra-Burst-Frequenz von Fyon_,— = 108 £ 6 Hz
(n = 3; siehe Abb. 3.14 B, E). Bei pH 6,3 waren die Zellen signifikant (p = 2 x107%)
depolarisierter bei einem Membranpotenzial von Vppes/mon—/— = -59 £ 3 mV (n

= 3; siehe Abb. 3.14 A, F) und zeigten tonisches Antwortverhalten (Fpue3/mon—/—
= 31 4+ 8 Hz; n = 3; siche Abb. 3.14 B, F). Diese Befunde deuten darauf hin, dass
HCN2-Kanile den grofiten Teil des I, in thalamokortikalen Neuronen tragen.

3.11 Simulation der Interaktion von TASK- und
HCN-Kanalen in einem
Einzelkompartmentmodell

Zusatzlich wurde ein Ansatz iiber ein gut etabliertes, den I, beinhaltendes Computer-
modell gewéhlt, um die relativen Beitrdge von HCN- und TASK-Kanélen an den be-
schriebenen pH-Effekten zu bestimmen [41, 68]. Als zusétzliche Leitfédhigkeiten wurde
ein einwarts-gleichrichtender K*-Strom [135] und der auswérts-gleichrichtende Iy
in das bestehende Modell eingefiigt.

Die Parameter fiir die Gesamtleckleitfahigkeit I e (Ausgangswert = 10 nS; [41, 68]
und Irasx wurden systematisch variiert. Die beschriebenen Messdaten waren repro-
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3 Ergebnisse

duzierbar, sobald 49% des Gesamtlecks durch TASK-Kanéle modelliert wurden. Unter
diesen Bedingungen zeigte das Zellmodell ein Membranruhepotenzial bei V; = -72
mV (siehe Abb. 3.15 A). Von diesem Potenzial ausgehend, fithrte ein depolarisierendes
Stimulationsprotokoll zu einem niederschwelligen Ca?*-Spike und Entladungssalven
(,, bursts*) mit einer Frequenz von Fy = 102 Hz (siche Abb. 3.15 B, C).
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Abb. 3.15 Computermodell der Aktivitdtsmodi in einem thalamokortikalen Zellmodell
der Ratte. (A, B) Membranruhepotenzial und Frequenzen des Zellmodells unter verschiedenen
Bedingungen: Kontrollbedingungen (Vy, Fy); unter 25%iger Blockade des Ij, und 90%iger Blockade
des It ask (Va, Fa); ohne Iy, (V3); ohne Ij, mit Riickfithrung des Membranpotenzials iiber einen DC-
Strom (V3,pc, Fs/pe); ohne I, mit DC Strom und 90%iger Reduktion des Itask (Va/pe, Faype)-
(C) Depolarisierende Strompulse (100 pA, 500 ms) wurden von einem Potenzial von -72 mV ausge-
hend appliziert. Wenn I, und I a5 auf 100% gesetzt waren, wurde ein Membranruhepotenzial von
-72 mV erreicht. Das Stimulationsprotokoll wurde durch entsprechende Entladungssalven (,, bursts®)
beantwortet. (D) Mit der Festsetzung von I, auf 75% bzw. Irasx auf 10% (Modellierung des pH-
Effekts) kam es zu einer Membrandepolarisation auf -68 mV. Das Feuerverhalten zeigte weiterhin die
typischen Entladungsmuster. (E) Wurde nun die Blockade des H-Stroms modelliert und I, auf 0%
und Iz 45k wieder auf 100% gesetzt, waren 150 pA DC-Strom nétig, um das Ruhepotenzial auf -72
mV einzustellen. Auch unter diesen Bedingungen reagierte das Zellmodell mit dem oszillatorischen
Modus auf das Stimulationsprotokoll. (F) Wurde I, auf 0% und Irask auf 10% gesetzt, resultierte

eine Membrandepolarisation auf -58 mV und tonisches Antwortverhalten.
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3.11 Simulation der Interaktion von TASK- und HCN-Kanélen

Die Effekte der extrazelluliren pH-Wert Erniedrigung wurden durch die gleichzei-
tige Reduktion des I, um 25% [86] bzw. Ipask um 90% [77] simuliert. Im Ergebnis
fithrte dieses Vorgehen zu einer Membrandepolarisation des Modells auf Vo, = -68
mV (siche Abb. 3.15 A), wobei das Feuerverhalten weiterhin in Form von Salven
vorlag (sieche Abb. 3.15 D). Im néchsten Schritt wurde die Blockade des H-Stroms
durch ZD 7288 modelliert, indem im Zellmodell die Leitfdhigkeit des Stroms auf
0% gesetzt wurde. Dieses Prozedere fiihrte zu einer Membranhyperpolarisation auf
V3 = -82 mV (siche Abb. 3.15 A). Uber einen DC-Strom wurde das Haltepotenzi-
al analog zu den patch-clamp-Messungen auf Vs/;pc = -72 mV (siche Abb. 3.15 A)
zuriickgesetzt. Erneut wurde iiber das depolarisierende Stimulationsprotokoll robuste
»bursts* ausgelost (Fs/pe = 105 Hz; siche Abb. 3.15 B, E). Wurde nun der pH-Effekt
durch 90%ige Reduktion des Irsgx modelliert, konnte eine deutliche Membrande-
polarisation auf -58 mV beobachtet werden, was mit der tonischen Generierung von
Aktionspotenzialen (Fy/pc = 19 Hz; siehe Abb. 3.15 B, E) assoziiert war.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass TASK1-/TASK3- und HCN2-Kanile
das Membranpotenzial in entgegengesetzter Richtung beeinflussen und somit iiber
die funktionelle Interaktion stabilisieren.
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4 Diskussion

Die vorgelegte Promotionsschrift liefert eine zusammenfassende Arbeit iiber die Ex-
pression und die funktionelle Relevanz der Zwei-Poren-Kaliumkanile TASK1 und
TASKS3 fiir thalamokortikale Schaltneurone im Hirnschnittpraparat und dariiber hin-
aus (in vivo). Sie stellt weiterhin die erste Arbeit {iber die fiir die Stabilisierung
des Membranruhepotenzials wichtige Interaktion zwischen TASK-Kanéle und HCN-
Kanélen in thalamischen Zellen dar.

4.1 Methodenkritische Aspekte: thalamische
Einzelzellen und Neurone im Hirnschnittpriaparat

In der vorliegenden Arbeit wurden morphologische Charakteristika, die in zahlrei-
chen Arbeiten vorbeschrieben waren, benutzt, um sowohl an Einzelzellen als auch
im Hirnschnittpréaparat zwischen Schalt- und Interneuronen differenzieren zu kénnen
[36, 131]. Wéhrend Interneurone als kleine bipolare Zellen erscheinen, sind Schaltneu-
rone durch ihre multipolaren Verzweigungen und den grofieren Zelldurchmesser (15 -
25 pm) klar zu unterscheiden [30, 31, 32].

Gute elektrophysiologische Vorcharakterisierungen des verwendeten Zelltyps lagen
aus zahlreichen Arbeiten unter Verwendung verschiedener in wvivo und in wvitro
Ansitze sowohl im Kontext extrazelluldrer als auch intrazellulirer Messungen vor
[10, 21, 42, 43, 44], so dass die gewonnenen Ergebnisse zur Kaliumleckleitfdhigkeit
gut in einen funktionellen Zusammenhang gebracht werden konnten. In diesen Arbei-
ten zeigte sich bereits, dass das jeweils vorherrschende Membranruhepotenzial einen
wichtigen Pradiktor fiir die Art der Aktionspotenzialgenerierung thalamischer Zellen
darstellt. Das oszillatorische Feuerverhalten - auch als Salvenaktivitdt bezeichnet -
tritt bei hyperpolarisierter Membran auf, ist durch einen niederschwelligen ,Ca?*-
Spike®, der 2 - 5 Na™ /K*-Aktionspotenziale triagt, charakterisiert und ist mit einem
niederfrequenten, hochamplitudigen EEG assoziiert. Durch Depolarisation kommt es
zum Wechsel von der Salvenaktivitéit zu einem tonischen Feuerverhalten mit der Ge-
nerierung einzelner Na® /K*-Aktionspotenziale [11, 44, 95]. Daraus zeigt sich, welchen
Einfluss Leitfahigkeiten auf die Funktionalitdt der Zellen haben koénnen, da sie maf3-
geblich an der Entstehung und Aufrechterhaltung des Membranpotenzials beteiligt
sind.
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4 Diskussion

Thalamische Einzelzellpraparationen liefern einen GroBteil (z.B. oszillatorisches und
tonisches Feuerverhalten, verzogertes Einsetzen der Aktionspotenzialgenerierung) je-
doch nicht alle Eigenschaften der untersuchten Neurone (z.B. anomale Gleichrich-
tung - von der Dauer und Amplitude der Membranhyperpolarisation abhéingige Re-
polarisation der Membran in Richtung ihres Ruhewerts; [69, 70]). Mogliche Griinde
hierfiir sind die in der Praparation verwendete enzymatische Behandlung der Zellen,
der Verlust intrazellularer Mediatoren, sowie die dendritische Lokalisation einzelner
Leitfahigkeiten. Die zelluldren Eigenschaften von Neuronen im Hirnschnittpraparat
sind gut messbar. Die Zellen haben eine natiirliche Entwicklung erfahren, lokale Ver-
bindungsmuster entsprechen den in vivo Bedingungen und kleine funktionelle Ein-
heiten bleiben intakt. Dennoch sind die Zellen von ihrer Umgebung isoliert, es fehlt
ihnen der Kontakt zu entfernteren Nervenzellen und es existiert kein natiirlicher sen-
sorischer Eingang mehr.

Fiir die vorgestellten Ableitungen wurden Hirnschnittpréparate aus Tieren zwischen
dem 12. und 20. postnatalen Tag hergestellt. Die abgeleiteten Zellen zeigten auf die
Fragestellung bezogen alle typischen Eigenschaften thalamokortikaler Schaltneuro-
nen. Diese Beobachtung wird auch durch frithere anatomische Studien unterstiitzt,
die zeigen konnten, dass die morphologische Differenzierung der CGL-Neurone nach
der zweiten postnatalen Woche weitestgehend abgeschlossen ist [97].

4.2 Beitrag von TASK-Kanalen an der
Leckleitfahigkeit in thalamokortikalen
Schaltneuronen

Ein signifikanter Anteil der Leckleitfihigkeit in thalamokortikalen Zellen im Bereich
des Membranruhepotenzials (-65 mV) und bei positiveren Membranpotenzialen (-30
mV) scheint durch TASK-Kanile getragen zu werden, was z.B. durch die beschrie-
bene Sensitivitit gegeniiber dem Lokalanésthetikum Bupivacain (20 M) angedeutet
wird. Die blockierende Wirkung von Bupivacain auf TASK-Kanile konnte dabei in
zahlreichen Zelltypen nachgewiesen werden [7, 8, 33, 56, 58, 73]. Dieser Befund wird
dariiber hinaus durch das pharmakologische Profil der Leckleitfahigkeit, ndamlich der
Abhéngigkeit von dem extrazellularen pH-Wert, der Reaktion gegeniiber der Appli-
kation von Halothan und dem Verhalten nach Stimulation von mACh-Rezeptoren
unterstiitzt [81, 101]. Das Verhalten der Bupivacain-sensitiven Komponente mit ei-
ner eindeutigen Auswiértsgleichrichtung und einem Umkehrpotenzial nahe dem kal-
kulierten K*-Gleichgewichtspotenzial deutet ebenfalls auf TASK-Stréme im whole-
cell-Modus hin [106]. Dennoch sollte man auch an eine Beteiligung von Kir-Typ K-
Kanélen denken, da diese in zahlreichen Zelltypen zur Leckleitfahigkeit beitragen
[37]. Unter diesem Aspekt stellen der Kir2.3-Kanal, sowie Mitglieder der Kir3.X-
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4.2 Beitrag von TASK-Kanélen an der Leckleitfihigkeit von TC-Neuronen

Familie interessante Zielstrukturen dar, da diese ebenfalls durch eine extrazellulédre
pH-Wert-Erniedrigung blockiert werden [7, 15], durch die Stimulation von mACh-R,
aktiviert werden [110] und im dCGL exprimiert vorliegen [77]. Dennoch scheint die
Leckleitfidhigkeit in thalamokortikalen Neuronen hauptséchlich durch TASK-Kanéle
getragen zu werden, da die Effekte der extrazelluliren Ansduerung (in ZD 7288)
durch Bupivacain geblockt werden konnten. Die isolierte pH-sensitive Stromkom-
ponente zeigte eine klare Auswiértsgleichrichtung vergleichbar mit der Bupivacain-
sensitiven Komponente und den Beobachtungen zu TASK-Kanélen in anderen Zellty-
pen [8]. Ba*"-Tonen blockieren Kir-Typ- und TASK-Kanile; dementsprechend zeigte
auch die Ba?*-sensitive Stromkomponente in thalamokortikalen Schaltneuronen die
beschriebenen typischen Eigenschaften. Dieser Riickschluss wird durch die Beobach-
tung unterstiitzt, dass eine Ba?T-sensitive K™-Leitfihigkeit in thalamischen Neuronen
existiert [71, 135] und durch die in der vorgelegten Arbeit erhobenen Befunde, dass
ein Ba?"-sensitiver einwiirtsgleichrichtender Strom bei niedrigem extrazellulirem pH-
Wert beobachtet werden kann, aber keine pH-sensitive Komponente in Ba?*-haltigen
Losungen.

Aus anderen Arbeiten ist bekannt, dass Bupivacain neben TASK-Kanélen auch Na*-
Leitfiahigkeiten [6], hochschwellige Ca?T-Leitfihigkeiten [59] und Spannungs-abh#ngi-
ge K*-Kanile [53] blockiert. Deshalb wurde der Effekt auf die genannten Tonenkanéle
in akut-isolierten Zellen auch in der vorgelegten Arbeit untersucht. Dabei blockierte
Bupivacain circa 40% des anhaltenden Auswirtsstroms, was verglichen mit den Ef-
fekten auf Na™-, Ca>"- und die schnelle, transiente K™-Leitfihigkeit (~10%) vierfach
hoher war. Aus diesen Ergebnissen wurde der Riickschluss gezogen, dass Bupivacain
unter den gegebenen Ableitbedingungen und in den eingesetzten Konzentrationen
als Marker fiir Strome, die durch TASK-Kanéle flieen, verwendet werden kann. In
der vorgelegten Studie wird diese Ansicht durch zwei weitere experimentelle Befunde
gestiitzt: 1.) Die isolierte Bupivacain-sensitive Stromkomponente kehrt beim erwarte-
ten K*-Gleichgewichtspotenzial um, was darauf hinweist, dass eine mogliche Konta-
mination des Stroms nur durch eine andere K*-Leitfahigkeit bedingt sein kann. Eine
wichtige Spannungs-abhingige KT -Leitfihigkeit, die unterhalb der Schwelle aktiv ist
und dadurch die thalamischen Aktivitdtszustdnde beeinflussen kann, ist ein schneller
transienter Auswértsstrom [11, 40]. Wie aber bereits angedeutet ist der Bupivacain-
vermittelte Effekt deutlich kleiner im Vergleich zum stehenden Auswirtsstrom. 2.) Die
extrazellulire pH-Wert Erniedrigung und der inhibierende Effekt durch Bupivacain
zeigen deutliche Ahnlichkeiten beziiglich des Umkehrpotenzials, des Kurvenverlaufs
und der Amplitude, was eine Beeinflussung der gleichen Stromkomponente vermuten
lésst.

Zusammengefasst legt die Leckleitfdhigkeit in thalamokortikalen Schaltneuronen
im Bereich des Membranruhepotenzials und bei positiveren Membranpotenzialen (~
-30 mV) eine deutliche Beteiligung von TASK- und Kir-Kanélen nahe. Eine TTX-
sensitive Stromkomponente, die bei Membranpotenzialen etwas oberhalb des Ruhe-
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4 Diskussion

potenzials aktiviert und wahrscheinlich den persistierenden Na*-Strom darstellt [98],
eine den H-Strom représentierende ZD7288-sensitive Komponente [3, 62] und eine
TEA-/4-AP-sensitive Stromkomponente durch verzogerte Gleichrichterkanile [11, 40]
bzw. langsame A-Typ K*-Kanile [65] tragen ebenfalls signifikante Anteile zur Leck-
leitfahigkeit bei.

4.3 Beteiligung verschiedener TASK-Kanal Subtypen

TASK1- und TASK3-Kanéle bilden zusammen mit den wahrscheinlich nicht funktio-
nell exprimierten TASK5-Kanélen eine Untergruppe der KoP-Familie, die eine hohe
strukturelle Verwandschaft zeigen und durch extrazellulire pH-Wert Erniedrigung
blockiert werden. Zusétzlich konnte eine weitere Untergruppe bestehend aus TASK2,
TASK4 (TALK1) und TALK2 aufgrund ihrer Sequenzhomologien definiert werden.
Diese Kanalgruppe zeichnet sich durch eine Aktivierung in alkalischeren Bereichen
aus [33, 49, 57|. Die Expression der Kanile TASKI und TASK3 konnte durch die
PCR-Technik im dCGL nachgewiesen werden, jedoch nicht fiir TASK5. Diese Da-
ten stimmen mit der Literatur iiberein, da gezeigt werden konnte, dass TASK3 die
dominant exprimierte Untereinheit in thalamischen Schaltneuronen ist, wahrend die
Expression von TASK5 mit zentralen auditorischen Schaltkreisen assoziiert zu sein
scheint [49, 124]. Die in der Literatur beschriebene niedrige Expression von TASK?2
im Gehirn stimmt mit den in der vorgelegten Arbeit nur schwach detektierbaren
PCR-Signalen iiberein. Da die Expression von TASK4-Kanélen nicht nachgewiesen
wurde, diese jedoch eine Sensitivitit gegeniiber Bupivacain und pH-Wert Erniedri-
gungen zeigen, kann ein Beitrag dieser Leitfdhigkeit (und anderen Mitgliedern der
TALK-Kanalfamilie) am Leckstrom thalamischer Zellen nicht ausgeschlossen werden.
Dennoch lassen an Oozyten erhobene Daten zur pH-Abhéngigkeit von TASK4 [19]
einen Beitrag zum Leckstrom unter den beschriebenen Ableitbedingung als unwahr-
scheinlich erscheinen. Zusammengefasst scheinen TASK1 und TASK3 den wesentli-
chen Anteil der pH-abhéngigen K*-Leitfihigkeit in thalamischen Schaltneuronen zu
tragen, wobei eine Beteiligung von zusitzlichen Saure-sensitiven K*-Kanilen (acid-
sensing ion channels; ASIC) aufgrund der vorgelegten Daten nicht ausgeschlossen
werden kann [35].

4.4 Halothan und mACh-Rezeptor vermittelte Effekte

Die Aktivierung von mACh-Rezeptoren in thalamokortikalen Neuronen fiihrt zur
Blockade eines auswérts- und einwérts-gleichrichtenden K*-Stroms [67]. Die Be-
obachtung, dass Bupivacain, sowie die Erniedrigung des extrazellularen pH-Werts
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zu einer deutlichen Blockade der Muskarin-vermittelten Effekte auf den auswirts-
gleichrichtenden Stromanteil fithren, wéihrend die einwérts-gleichrichtende Kompo-
nente weitestgehend unbeeinflusst bleibt, deutet auf eine TASK-Kanal vermittelte
auswérts-gleichrichtende Stromkomponente hin. Dariiber hinaus fithrt die Applikation
des systemischen Inhalationsnarkotikums Halothan zu einer deutlichen Zunahme der
auswarts-gleichrichtenden Stromkomponente. Das Umkehrpotenzial der Halothan-
sensitiven Komponente liegt positiver als das erwartete K-Gleichgewichtspotenzial,
was auf eine Beteiligung von weiteren Ionenkanélen hinweist. Mogliche Kandidaten
dafiir sind Ca?*-und Na*t-Leitfahigkeiten, da die Halothan-sensitive Stromkomponen-
te eine deutliche Auswirtsgleichrichtung und ein Umkehrpotenzial nahe dem erwar-
teten KT-Gleichgewichtspotenzial zeigt (unter den gewdhlten Ableitbedingungen, die
Nat- und Ca*"-Stréome minimieren; sieche auch Material und Methoden). Dariiber
hinaus wird der verbleibende Strom durch eine pH-Wert Erniedrigung blockiert, was
auf TASK-Kanile hinweist. Die Steigerung einer K*-Leitfahigkeit [107, 108] und die
Verminderung postsynaptischer Potenziale in thalamischen Zellen durch Halothan
sind in der Literatur beschrieben [121]. Auch in diesen Studien wich das Umkehr-
potenzial der Halothan-sensitiven Komponte vom erwarteten Umkehrpotenzial einer
reinen K*-Leitfihigkeit ab und wurde durch Beitrige von anderen Ionen zu einem
positiveren Potenzial hin verschoben [108].

4.5 Mogliche funktionelle Implikationen der
TASK-Kanal Modulation

Der Wechsel zwischen Perioden synchronisierter Aktivitdt im Elektroenzephalo-
gramm (EEG), z.B. in verschiedenen Schlafphasen, und desynchronisierten EEG-
Mustern bei Wachheit ist mit der tonischen Depolarisation thalamokortikaler Neurone
verbunden [112, 117]. Die Authebung der oszillatorischen Aktivitiat zugunsten des to-
nischen Feuerverhaltens in thalamischen Zellen erlaubt den nahezu frequenzgetreuen
Transfer synaptischer Signale zum Kortex. Dabei wirken Eingénge des oberen Hirn-
stamms am Wechsel der Aktivitdtsmodi modulierend mit (z.B. cholinerge Fasern aus
dem Tegmentum). Die Wirkung von freigesetztem ACh auf nikotinerge und muskari-
nerge ACh-Rezeptoren im CGL fiihrt zu einer deutlichen Depolarisation und einem
Wechsel von der oszillatorischen zur tonischen Generierung von Aktionspotenzialen in
identifizierten X- und Y-Zellen [27, 71]. Die langsame iiber mACh Rezeptoren vermit-
telte Depolarisation wird durch die Abnahme einer K*-Leckleitfihigkeit in den Zellen
bedingt. Die vorgelegte Arbeit liefert nun erstmals Befunde dafiir, dass die ange-
sprochene KT-Leckleitfihigkeit zu einem wesentlichen Anteil durch TASK1/TASK3-
Kanile vermittelt wird.

Im Gegensatz dazu fithrt die Aktivierung derselben Kanéle (z.B. durch Halothan) zu
einer Erhohung der K*-Leckleitfahigkeit und damit zur Hyperpolarisation der thala-
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mokortikalen Zellen. Diese Erniedrigung des Membranpotenzials ist mit dem Wechsel
von tonischer zu oszillatorischer Aktionspotenzialgenerierung assoziiert. Im oszillato-
rischen Aktivitatsmodus ist die Verschaltung eingehender Signale zum Kortex nicht
bzw. nur eingeschrinkt moglich. Dariiber hinaus resultiert die Zunahme der K*-
Leckleitfihigkeit in einer Art Kurzschluss (shunting effect) der postsynaptischen Po-
tenziale, der Nat /K *-Aktionspotenzialen und der niederschwelligen Ca*"-Potenziale
[108, 121]. Dies fithrt zur Aufhebung des Transfers sensorischer und motorischer Ak-
tivitdt, die als tonische oder oszillatorische Aktivitat kodiert werden [29, 133], und
damit zu Analgesie, Bewusstseinsverlust und Aufhebung motorischer Aktivitiat. Zu-
sammengefasst kann man schlussfolgern, dass KT-Leitfahigkeiten der K,P-Familie
in thalamokortikalen Neuronen einen wichtigen Beitrag zu den durch Inhalations-
andsthetika (z.B. Halothan) vermittelten klinischen Effekten leisten.

4.6 Effekte von divalenten Kationen und Spermin in
thalamischen Schaltneuronen

TASK3-Kanéle werden in verschiedenen Neuronentypen des ZNS exprimiert [124]
und spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der neuronalen Erregbarkeit. Kon-
sistent mit Ergebnissen aus Ganzzellableitungen in heterologen Expressionssystemen
[88] zeigten auch thalamische Zellen eine Komponente des anhaltenden Auswérts-
stroms, die sensitiv gegeniiber extrazelluldren, divalenten Kationen reagiert. Diese
Komponente war nach pH-Wert Erniedrigung deutlich kleiner, da bei pH 6,0 der
grofite Anteil an TASK3-Kanélen bereits inhibiert vorliegt. Der verbleibende divalente
Kationen-sensitive Einwértsstrom wird moglicherweise durch einwérts-gleichrichtende
K*-Kanile vermittelt, wobei der Mg?*-regulierte Kir2.1 Subtyp eine interessan-
te Zielstruktur darstellen konnte [87]. In Abwesenheit von extrazelluldren, divalen-
ten Kationen blockiert Spermin Konzentrations-abhéngig einen Teil des stehenden
Auswirtsstroms. Die Spermin-sensitive Komponente zeigt dabei eine mit dem divalen-
te Kationen-abhéngigen Strom vergleichbare Spannungsabhéngigkeit. Diese Befunde
weisen darauf hin, dass Spermin TASK3 und einwirts-gleichrichtende K™-Stréme blo-
ckieren kann. Bei positiveren Membranpotenzialen (-30 bis 430 mV) sollten die Sper-
mineffekte dhnlich der pH-Wirkung primér auf die Modulation von TASK-Kanélen
projiziert werden, da die Kanile der stark gleichrichtenden Kir2 Subfamilie geschlos-
sen sind. Die Spermin- und divalente Kationen- Abhéngigkeit wurde in der vorgeleg-
ten Arbeit benutzt, um Aussagen iiber die relativen Beitréige der Kanéle TASK1 und
TASK3 am IKgo treffen zu kénnen. Da der Leckstrom durch Mg?*-Ionen um ~ 18%
bzw. durch Spermin (500 uM) um ~ 24% blockiert wurde, kann man schlussfolgern,
dass circa 20% des IKgp durch TASK3-Kanéle vermittelt wird.

Die Frage nach der funktionellen Relevanz von extrazelluldren Polyaminen als Modu-
latoren von Ionenkanélen wurde in einigen Arbeiten untersucht [22, 120]. Dabei wurde
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die zytosolische Konzentration von Spermin in einer Gréenordnung von 10 - 50 puM
vorgeschlagen [4, 136, 137]. Der Spermingehalt in synaptischen Vesikeln wurde mit 2
mM bestimmt [64]. In Neuronen und Gliazellen konnte eine Transporter-vermittelter
Aufnahme sowie eine Spannungs-abhéngige und Rezeptor-mediierte Sperminfreiset-
zung nachgewiesen werden [28, 64]. Durch repetitives Entladungsverhalten von Neu-
ronen und bei zerebralen Ischdmien konnen Sperminkonzentrationen im synapti-
schen Spalt erreicht werden, die ausreichen, um neuronale Ionenkanéle zu modulieren
[20, 64, 90, 99, 127]. Zusammengefasst zeigen die erhobenen Daten, dass Spermin
den Auswirtsstrom durch TASK3-Kanéle blockieren kann. Die daraus resultierende
Erhchung der neuronalen Erregbarkeit kénnte somit zu den beschriebenen neuromo-
dulatorischen Effekten des Spermins beitragen. Da TASK-Kanéle eine breite Expres-
sion in verschiedenen Gebieten des ZNS zeigen [50, 124], konnte es sich dabei um ein
generelles Prinzip handeln.

4.7 Interaktion l;, und |l 55: pH-sensitive
Membranstrome in thalamischen Neuronen

Die Namensgebung der TASK-Kanéle (Twik-related acid sensitive KT -channels) be-
ruht unter anderem auf ihrer charakteristischen Abhéngigkeit gegeniiber des extrazel-
luldren pH-Werts [25, 51, 106]. Im Einklang mit der nachgewiesenen Expression der
TASK-Kanal Isoformen 1 und 3 [77] zeigen thalamische Schaltneurone als Antwort
auf Rampenprotokolle (-30mV auf -120mV iiber 800 ms) eine pH-sensitive Stromant-
wort, welche die typischen Charakteristika eines TASK-Kanal vermittelten Stroms
offenbart. Dennoch weicht das ermittelte Umkehrpotenzial von dem eines reinen K-
Stroms ab. Dariiber hinaus fiihrt die Blockierung der Kanile durch extrazelluldre
H*-Tonen im Gegensatz zur Hemmung des Stromes durch Bupivakain oder Muskarin
nicht zu einer deutlichen Depolarisation des Membranruhepotenzials der Zellen [77].
Erst nach Blockade des H-Stroms (I5) durch ZD7288 zeigt der pH-sensitive Rampen-
strom ein Umkehrpotenzial nahe dem erwarteten KT-Gleichgewichtspotenzial und
wird von einer deutlichen Depolarisation des Membranruhepotenzials begleitet. Die-
ser Befund deutet darauf hin, dass sowohl HCN- als auch TASK-Kanéle einen Beitrag
zur pH-sensitiven Stromkomponente in thalamokortikalen Schaltneuronen liefern. Da-
bei ist der pH-Sensor der TASK-Kanéle im dufleren Anteil der Kanalpore lokalisiert
[106], wahrend sich der pH-Sensor der HCN-Kanile im Bereich des zytoplasmatischen
Anteils der S4-S5 Region des Kanals befindet [139]. Daher ist die in der vorliegen-
den Arbeit dargestellte Modulation der HCN-Kanéle durch extrazelluldre Protonen
auf den ersten Blick {iberraschend. Eine mogliche Erklarung fiir diesen Befund ist
die Beobachtung, dass der intrazelluldare pH-Wert thalamischer Neurone mit einem
langsameren Zeitverlauf und einer niedrigeren Amplitude dem extrazelluldren pH-
Wert folgt [86]. Somit konnte das direkte Schliessen von TASK-Kanélen durch ex-
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trazellulire H-Tonen mit einer Verschiebung der Spannungsabhingigkeit des Ij, zu
hyperpolarisierteren Werten durch die folgende intrazellulire pH-Wert Anderung ver-
bunden sein. In der Summe koénnten sich die beiden gegenregulierenden Effekte kom-
pensieren, wodurch die marginalen Verdnderungen des Membranpotenzials erklért
werden konnten. Eine weitere, vom intrazelluldren pH-Wert unabhingige, Erklarung
wire das spannungsabhéngige Schliessen von HCN-Kanélen als Konsequenz aus der
depolarisierenden Wirkung der TASK-Kanal Inhibition. Das Spannungs-abhéngige
Szenario wére damit vergleichbar mit dem Verschluss des H-Stroms im Kontext der
intrinsischen Delta-Oszillationen von thalamokortikalen Schaltneuronen, in dem die
Aktivierung des Ca?T-Stroms Iy zu einer Depolarisation der Zellmembran fiihrt und
als Konsequenz die De-Aktivierung des I, bedingt [70]. Beide Erkldrungen begriinden
die geringe Depolarisation des Membranpotenzials nach extrazelluldrer pH-Wert Er-
niedrigung. Der Zeitverlauf der Anderungen des Membranpotenzials pH-sensitiver
Rampenstrome, wie sie in einigen Messungen beobachtet wurden, lédsst als Ursa-
che die konsekutive intrazellulire pH-Wert Anderung jedoch geeigneter erscheinen.
Zusétzlich konnte die positive Verschiebung in der I;, Aktivierung durch extrazellulire
Ansiuerung auch durch andere Arbeitsgruppen nachgewiesen werden [63, 119].

Die Groflenordnung der Reduktion des I, konnte fiir eine intrazelluldare pH-Wert
Verschiebung um 0,8 Einheiten mit circa 25% bestimmt werden [86]. Daher wur-
de dieser Wert in das beschriebene Computermodel eines thalamokortikalen Schalt-
neurons implementiert, um die pH-Effekte auf den H-Strom in Zellen der Ratten
simulieren zu kénnen. Anhand von Arbeiten an geklonten TASK-Kanélen ist be-
kannt, dass bei einem pH-Wert von 6.4 die Inhibition von TASK3 circa 75% betragt,
wahrend TASK1-Kanéle bei den gleichen Werten um circa 95% blockiert werden
[51, 56, 100]. Dariiber hinaus zeigen aus TASK1 und TASK3 bestehende sogenann-
te Tandem-Kanile intermedidre pH-Abhéngigkeiten [17]. Obwohl nicht nachgewiesen
ist, inwieweit die in heterologen Expressionssystemen gewonnenen Daten auf native
Zellen iibertragbar sind, wurde fiir das thalamische Zellmodell eine Reduktion des
TASK-Stroms durch pH-Wert Erniedrigung von 90% angenommen. Dabei ist dieser
Wert gegebenenfalls etwas zu hoch angesetzt. Da extrazellulire pH-Wert Verédnde-
rungen eine Reihe von Membranrezeptoren und Ionenkanélen beeinflussen, kann ein
zusatzlicher Beitrag anderer Ionenleitfdhigkeiten an der pH-sensitiven Komponente
nicht ausgeschlossen werden. Dies trifft besonders fiir T-Typ Ca?"-Kanile zu, die
durch extrazelluldre Protonen inhibiert werden und bei Membranpotenzialen um -60
mV einen , steady-state window current generieren [39, 111, 134]. Zudem muss man
bedenken, dass das Umkehrpotenzial der pH-sensitiven Komponente in der Anwesen-
heit von ZD7288 dem eines reinen K*-Stroms entspricht und somit die Beteiligung
weiterer Leitfahigkeiten unwahrscheinlich macht.

Zusammengefasst zeigen diese Befunde, dass TASK- und HCN-Kanéle zur pH-
sensitiven Stromkomponente in thalamischen Nervenzellen beitragen. Die fein regu-
lierte Interaktion beider Kanéle trégt entscheidend zur Stabilisierung des Membran-
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potenzials bei. Die Kombination aus extrazellularer pH-Erniedrigung mit und ohne
ZD7288 schlieit einen wesentlichen Beitrag durch andere Leitfdhigkeiten weitestge-
hend aus.

4.8 Interaktion l; 455 und l;,: Funktionelle Bedeutung

Der dorsale Thalamus spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Informations-
verarbeitung und -weiterleitung von sensorischen Informationen aus der Peripherie zu
den priméren sensorischen, kortikalen Arealen und ist in die Entstehung und Aufrecht-
erhaltung thalamokortikaler Oszillationen bei verschiedenen Bewusstseinsstadien, so-
wie im Kontext der Absence Epilepsie involviert (siehe auch Einleitung; [117]). Dabei
kénnen Neurotransmitter des aufsteigenden Hirnstamms wie etwa Noradrenalin, Se-
rotonin und Acetylcholin die thalamokortikalen Neurone depolarisieren [66]. Wihrend
Noradrenalin diese Wirkung iiber die konvergente Modulation des K*-Lecks (Schlies-
sen von Ix_ 1) und des I, (z.B. depolarisierender Shift der Aktivierung) erreicht,
wird die depolarisierende Wirkung von Acetylcholin auf thalamische Neurone durch
die Inhibition von TASK- und Kir-Kanilen vermittelt [77]. Diese Depolarisation ist
fiir den Wechsel zwischen der Schlaf-assoziierten rhythmisch-oszillatorischen Akti-
vitédt der Zellen und der tonischen Generierung von Aktionspotenzialen im Kontext
von Wachheit verantwortlich. Der wesentliche, neurochemische Unterschied innerhalb
dieses Szenarios ist die unterschiedliche Menge an Monoaminen im Gehirn zwischen
Stadien der Wachheit und des REM-Schlafs [46]. Wéhrend in Phasen der Wachheit
cholinerge, serotonerge und adrenerge Hirnstammneurone aktiv sind, sind in Phasen
des REM-Schlafs ,nur“ cholinerge Neurone aktiv. Die Unterschiede in den beschrie-
benen Transmittersystemen und die damit verbundene, unterschiedliche Modulation
von HCN- und TASK-Kanilen kénnte zu den verschiedenen Bewusstseinszustdnden
wéhrend Wachheit und in Stadien des REM-Schlafs beitragen. Die funktionelle Rele-
vanz der miteinander verbundenen Modulation von HCN- und TASK-Kanélen konn-
te in einer weiteren Region aufgeklart werden: im Hirnstamm depolarisiert Seroto-
nin Hypoglossusmotorneurone durch Inhibition der TASK-Kanéle und gleichzeitiger
Verschiebung der Aktivierung des I in Richtung depolarisierterer Membranpotenzia-
le [116]. Diese Regulation hat eine zu der des systemischen Inhalationsnarkotikums
Halothan entgegengesetzte Wirkung. Halothan hyperpolarisiert Motoneurone durch
die Aktivierung von TASK-Kanélen und verschiebt zeitgleich die Aktivierung des Iy
zu hyperpolarisierteren Membranpotenzialen. Ahnliche Effekte wurden auch in tha-
lamischen Zellen beschrieben, in denen Halothan ebenfalls eine hyperpolarisierende
Wirkung auf das Membranpotenzial durch das Schliessen von TASK-Kanélen vermit-
telt; wobei die Effekte des Inhalationsnarkotikums auf HCN Kanéle im Thalamus bis
heute nicht beschrieben wurden [77, 107, 108]. Diese Befunde zeigen im Kontext der
TASK- und HCN-Kanal Interaktion eine hohe Ahnlichkeit zwischen Neuronen des
Hirnstamms und thalamischen Schaltneuronen.
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Zusammengefasst konnte man - unter Beriicksichtigung der weit verbreiteten Ex-
pression beider Kanile im ZNS [82, 124] - die funktionell entgegengesetzte Modulation
von TASK- und HCN-Kanélen beziiglich Membranruhepotenzial, sowie ihre mitein-
ander verbundene Modulation durch Hirnstammtransmitter, als generelles Phinomen
neuronaler Zellen postulieren. Dieser Zusammenhang wird noch weiter durch Arbeiten
unterstiitzt, in denen die Wirkung von Adenosin, einer potentiell Schlaf-induzierenden
Substanz [105], durch Aktivierung eines K*-Leckstroms bei zeitgleicher Verschiebung
der I, Aktivierung zu hyperpolarisierteren Membranpotenzialen mit der Entstehung
von oszillatorischer Aktivitét in thalmischen Zellen korreliert werden konnte [91].

4.9 Pathophysiologische Implikationen

Phasen epileptischer Aktivitdt und zerebraler Ischdmie im ZNS sind mit einer Re-
duktion der extrazelluldren Ca?*-Ionenkonzentration, sowie zu einer Erniedrigung des
pH-Werts [114, 115] verbunden. Dabei kann der extrazelluldre pH-Wert im ischémi-
schen Areal unter normoglykdmischen Bedingungen unter 6,5 absinken und unter
hypoglykémischen Konditionen sogar auf 6,0 abfallen. Obwohl der Zeitverlauf zwi-
schen verschiedenen Hirnregionen stark variieren kann, fithrt die neuronale Aktivitat
zunédchst zu einer transienten, extrazellularen Alkalisierung, die dann wiederum von
einer persistierenden, extrazelluliren Azidose abgelost wird [13]. Im dCGL fiihrt die
synchronisierte afferente Aktivierung, die tonische Generierung von Aktionspoten-
zialen und die rhythmische, oszillatorische Aktivitiat ebenfalls zu einer Zunahme der
extra- und intrazelluldren H-Tonen Konzentration [125, 126]. Neurone des ZNS zeigen
z.T. extreme Unterschiede in ihrer Sensibilitdt gegeniiber ischdmischen Bedingungen,
wobei die Griinde fiir diese differente Vulnerabilitdt weitestgehend unbekannt sind.
Die Neurone reagieren auf ischdmische Bedingungen mit langen und massiven Depo-
larisationen des Membranpotenzials und nachfolgender zelluldrer Schidigungen. Auf-
grund der in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Interaktion und Modulation von
TASK- und HCN-Kanilen kann gefolgert werden, dass thalamische Zellen ischamische
Insulte mit einer nur geringen Depolarisation beantworten. Dennoch muss klar her-
ausgestellt werden, dass andere Einfiisse die Reaktion thalamischer Zellen gegeniiber
akuter Hypoxie dominieren. So fiihrt die erh6hte Freisetzung von Monoaminen und
Stickoxid zu einer starken Modulation des I;, im Sinne einer Depolarisation und damit
zu Verdnderungen der synaptischen Potenziale was wiederum mit einer verédnderten
Funktionsweise der thalamokortikalen Zellen einhergeht [26, 94]. Zusammenfassend
fithren die gegenregulierenden Effekte von TASK- und HCN-Kanilen zu einer effek-
tiven Regulation des Membranruhepotenzials und kénnten eine Basis fiir eine redu-
zierte Vulnerabilitdt von thalamischen Neuronen wéhrend neuronaler Exzitation und
bei Ischdmien darstellen.
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Dariiber hinaus zeigen neuere Studien eine schnelle und reversible Modulation von
Mitgliedern der KsP im Kontext ischdmischer Bedingungen, welche mit Hypoxie und
einer pH-Wert Erniedrigung verbunden sind [114]. Beispielsweise scheint die Inhibiti-
on der KoP-Kanéle TASK1 und TREK1 zur Hypoxie-bedingten Depolarisation in ver-
schiedenen Zellen beizutragen [81, 103]. Neuroprotektive Effekte im Zusammenhang
mit zerebralen Insulten konnten ebenfalls fiir TASK3-Kanéle gezeigt werden [60]. Aus
diesem Zusammenhang kénnte man folgern, dass eine TASK knock out Maus durch
den Verlust dieser neuroprotektiven Eigenschaften gegeniiber ischdmischen Ereignis-
sen mit einem depolarisierteren Membranpotenzial anworten miisste, grofere Infark-
te ausbilden wiirde bzw. verstérkte neurotoxische Zellschdden aufweisen kénnte [75].
Dennoch erscheint die Situation komplexer, da die Grofie des KT-Auswiértsstroms in
kultivierten zerebellaren Granularzellen, welcher in diesen Neuronen durch TASKI,
TASK2 und TASK3 getragen wird, mit dem verstidrkten Auftreten von Apoptose
korreliert werden konnte [54]. In den frithen Phasen der Apoptose scheint es dabei
zu einem massiven KT-Ausstrom zu kommen, der wiederum konsekutiv zu einer Ab-
nahme der intrazelluliren K*-Konzentration fiihrt und mit einem Schrumpfen der
Zellen vergesellschaftet ist [138]. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Befunden
aus TASKI1-defizienten Tieren. Der dort beschriebene vergroflerte IKgo in thalamo-
kortikalen Neuronen in fiir Ischdmien relevanten pH-Bereichen (pH 6,0 - 6,5) konnte
eine Zunahme apoptotischer Vorgénge und einen vermehrten Zelluntergang bedingen.
Zudem konnte eine durch verstérkte Expression des TASK3-Kanals bedingte zellulére
Transformation im Sinne einer uneingeschrénkten Proliferation in verschieden huma-
nen Tumorentititen nachgewisen werden [102].

Zusammenfassend sollten in der Bewertung dieser zum Teil inkonsistenten Ergeb-
nisse die folgenden Aspekte beriicksichtigt werden: (1) die Befunde aus verschiedenen
experimentellen Modelsystemen miissen mit Vorsicht eingeordnet werden, da die Ex-
pression verschiedener KyP-Isoformen einer Altersabhéngigkeit unterliegt [48]. (2)
Unter ischdamischen Bedingungen treten zum Teil drastische Verdnderungen der K*-
Homoostase auf, die von einer spreading depression begleitet werden und zu intra-
zellularen K*-Werten um 80 mM fiithren kénnen [5, 55]. Unter diesen Extrembedin-
gungen konnen sich die elementaren elektrophysiologischen Eigenschaften von TASK-
Kanélen &ndern oder verloren gehen (z.B. die charakteristische Auswirtsgleichrich-
tung) und K*-Ionen in beide Richtungen iiber die Membran flieBen [25, 51]. (3) Die
Ausbildung von Heterodimeren kann die Eigenschaften von TASK-Strémen alterie-
ren. Deshalb sind weitere Arbeiten zu den durch Ischéimie verursachten Effekten auf
TASK-Kanile z.B. in TASK~/~ Miusen in vivo notwendig, um die komplexen Ver-
bindungen zwischen K*-Homdostase, TASK-Kanilen und Zelluntergang bzw. Neuro-
protektion weiter zu entschliisseln.
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4.10 Zusammenfassendes Modell zur Funktion und
Modulation der thalamischen Leckleitfahigkeit:
ein Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Mechanismen der Modulation und die
funktionelle Relevanz von K'-Leckleitfahigkeiten der KyP-Familie an thalamischen
Schaltneuronen im Hirnschnittpraparat untersucht.

Innerhalb der seit lange bekannten funktionellen Achse, bestehend aus Hirnstamm,
Thalamus und Kortex [84], spielen die Hirnstammtransmitter Serotonin, Acetylcholin
und Noradrenalin eine wichtige Rolle fiir das Membranpotenzial und somit auch fiir
den vorherrschenden Aktivitdtsmodus thalamischer Schaltneurone. In der vorgelegten
Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich der Muskarineffekt deutlich auf TASK-Kanéle
auswirkt [77]; sieche Abb. 4.1). Weitere Arbeiten aus unserer Gruppe konnten dariiber
hinaus Hinweise dafiir liefern, dass dies auch fiir Serotonin anzunehmen ist bzw. dass
diese Effekte iiber Gqll-Proteine vermittelt werden [132]).

Auf Kanalebene konnte gezeigt werden, dass die KoP Kanédle TASK1 und TASK3

durch extrazelluldre pH-Wert Erniedrigung, Muskarin, das Lokalan&sthetikum Bupi-
vacain und Ba?* blockiert werden, wihrend das Inhalationsnarkotikum Halothan zu
einer VergroBerung der Stromamplitude fithrt [77]. Dariiber hinaus konnte nachge-
wiesen werden, dass TASK3 Kanile spezifisch durch Spermin blockiert bzw. durch
divalente Kationen-freie extrazellulire Losungen gedffnet werden konnen [88]. Zusétz-
lich konnte in einer TASK1~/~ Maus die spezifische Inhibition von TASK1 durch
das endogene Cannabinoid Anandamid aufgezeigt werden [75]. Damit ergibt sich fiir
TASK-Kanile ein einzigartiges, pharmakologisches Profil.
Die Aufkldrung der intrazelluldren Regulation der Kaniile stellt eine interessante Auf-
gabe dar, da diese bis heute nicht vollstéindig verstanden ist. Fiir TASK1-Kanéle
konnte eine Beteiligung der Phospholipase C im Expressionssystem nachgewiesen
werden. Dabei scheinen die stromabwirts gelegenen Stoffwechselprodukte Inositol-
1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) fiir die Inhibiton des Stroms keine
Rolle zu spielen [18]. Vielmehr scheint die Konzentration an Phosphatidylinositol-
4,5-biphosphonat (PIP2), dhnlich der bereits fir KCNK Kanile (M-Strom) gezeigten
Effekte, fiir die Regulation verantwortlich zu sein.

Der funktionelle Aspekt der TASK-Kanal Expression und Modulation ist in der
hohen Relevanz der K*-Leckleitfahigkeiten fiir das Membranruhepotenzial der thala-
mischen Neurone begriindet. Dabei scheint eine fein regulierte Interaktion zwischen
TASK- und HCN-Kanélen stabilisierend auf das Membranpotenzial einzuwirken und
massgeblich die Aufrechterhaltung bzw. den Wechsel in den beschriebenen thalami-
schen Funktionszusténden zu beeinflussen [79]. Diese Interaktion konnte auch fiir
Hypoglossusmotoneurone gezeigt werden [116].
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4.10 Zusammenfassendes Modell: ein Ausblick

Als Ausblick zu den in der vorgelegten Arbeit erhobenen Daten muss klar ge-
sagt werden, dass eine Reihe von physiologischen Aspekten zu KsP bis heute nicht
vollsténdig verstanden sind, obwohl in den letzten Jahren zahlreiche Publikationen
zu dieser Kanalfamilie verdffentlicht wurden. Beispiele hierfiir sind die intrazellulére
Regulation, die subzelluldre Expression oder die Zelltyp-spezifische Funktion (Schalt-
versus Interneuron) der Kanile. Die vorgelegte Arbeit liefert jedoch eine umfassen-
de Charakterisierung der Kanalexpression und -funktion in thalamischen Zellen und
konnte so die Grundlage fiir weitere Arbeiten bieten. Dariiber hinaus wichst das
Interesse KoP im Kontext pathophysiologischer Situationen (neuronaler Apoptose,
Epilepsie, zerebraler Ischdmie) zu untersuchen.
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Abb. 4.1 Zusammenfassendes Modell zur Funktion und Modulation von K*-Leckleit-
fihigkeiten der K;P-Familie in thalamischen Schaltneuronen. Die Funktion thalamischer
Zellen wird massgeblich durch die gegenregulierende Interaktion von HCN- und TASK-Kanélen mit
dem daraus resultierenden Einfluss auf das Membranpotential beeinflusst. Dabei werden TASK-
Kanile durch Halothan aktiviert bzw. Ba?T-Ionen und Acetylcholin (ACh) inhibiert, withrend ex-
trazelluldre pH-Erniedrigungen TASK- und HCN-Kanéle blockiert (unterer Bildausschnitt). Diese
Interaktion der Ionenkanéle kann durch Transmitter des aufsteigenden Hirnstammsystems (beson-
ders ACh, Noradrenalin - NA) Gqll-vermittelt beeinflusst werden (oberer Bildausschnitt). Obwohl
die intrazelluldre Regulation nicht vollstindig geklért ist, legen erste Ergebnise eine Mitbeteiligung
der Phospholipase C (PLCf) nahe.
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5 Zusammenfassung

5.1 Deutsche Zusammenfassung

Der Prozess des Aufwachens ist im thalamokortikalen System mit einem Wechsel
aus der oszillatorischen Aktivitdt hin zur tonischen Aktionspotenzialgenerierung ver-
bunden. Dabei sind Transmitter des aufsteigenden, aktivierenden Hirnstammsystems
(ARAS) in der Lage diesen Wechsel durch die Erniedrigung einer K*-Leckleitfdhig-
keit zu vermitteln, was in einer Depolarisation des Membranruhepotenzials resul-
tiert. Bis heute wurde die molekulare Grundlage dieser Kanéle im Thalamus nicht
untersucht. Aus diesem Grund wurde in der vorgelegten Arbeit zunéchst die Ex-
pression von TASK-Kanélen (TWIK-related acid-sensitive K™ channels), welche an
der Entstehung und Aufrechterhaltung des Membranpotentials in verschiedenen Zel-
len des zentralen Nervensystems beteiligt sind, im dCGL néher charakterisiert. Dazu
wurden verschiedene elektrophysiologische Techniken im Hirnschnittpraparat und auf
Einzelzellen, PCR-Methoden, die in situ Hybridisierung, Immunzytochemie und ein
Computermodell verwendet. Setzt man nun das Membranpotenzial der thalamischen
Zellen auf einen Wert von -20 mV, so 16st dieses Vorgehen einen persistierenden
Auswértsstrom von 200 - 400 pA aus, der wiederum durch die Erniedrigung des ex-
trazellularen pH-Werts von 7,2 auf 6,4, die Applikation von ACh, Muskarin, dem Lo-
kalaniisthetikum Bupivacain, dem polyvalenten Amin Spermin oder Ba?* blockiert
werden kann. Umgekehrt kann der Auswértsstrom durch das systemische Inhalati-
onsnarkotikum Halothan oder das Entfernen der divalenten Kationen aus der ex-
trazellularen Losung signifikant vergroflert werden. Dieses pharmakologische Profil
kann als typisch und einzigartig fiir TASK Kanéile gewertet werden. Die graphische
Subtraktion von Rampenstromen vor und nach Applikation der Kanalmodulatoren
erlaubt die Beurteilung der Pharmakon-sensitiven Strome und zeigt die fiir TASK
Kanile typische Auswértsgleichrichtung und ein Umkehrpotenzial nahe dem errech-
neten K*-Gleichgewichtspotenzial (-104 mV). RT-PCR Techniken, Antikérperfirbun-
gen und die Ergebnisse der in situ Hybridisierung zeigen die Expression der Kanile
TASK1 und TASK3 im dCGL und unterstiitzen damit die elektrophysiologischen Er-
gebnisse. Die funktionelle Bedeutung dieser Ergebnisse wurde mittels current clamp
Ableitungen adressiert: die Applikation von Halothan fithrte zur Hyperpolarisation
des Membranpotenzials von -60 auf -70 mV und war mit einem Wechsel von der
tonischen Aktionspotenzialgenerierung zur Salvenaktivitit vergesellschaftet. Die In-
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5 Zusammenfassung

hibition der TASK Kanile durch die oben genannten Pharmaka (z.B. Bupivacain,
Muskarin, pH Erniedrigung) resultierte in der Verschiebung der Aktivitat von dem os-
zillatorischen Feuerverhalten hin zur tonischen Aktionspotenzialgenerierung und war
von einer Membrandepolarisation begleitet. Zusammengefasst bewertet zeigen diese
Daten, dass verschiedene TASK Kaniile, die an der Entstehung und Aufrechterhal-
tung des Membranpotenzials in Neuronen des dCGL beteiligt sind, zur Vermittlung
der Anésthesie in vivo beitragen kénnten.

Der zweite Teil der vorgelegten Arbeit beschéftigt sich mit der Interaktion von TASK
und HCN Kanélen, die den Hyperpolarisations-aktivierten, durch zyklische Nukleoti-
de regulierten Strom I, vermitteln. Alle bekannten Schrittmacherkanile dieser Fami-
lie (HCN1-4) werden im dCGL exprimiert. Die Koexpression der wichtigsten Isofor-
men TASK3 und HCN2 konnte in Parvalbumin-positiven Schaltneuronen in Kulturen
des dorsalen Thalamus gezeigt werden. Die Stromkomponenten der HCN und TASK
Kanile tragen zum stehenden Auswiértsstrom der thalamokortikalen Schaltneurone
sowie zur pH-sensitiven Stromkomponente (durch ein hyperpolarisierendes Rampen-
protokoll ausgelost) bei. Elektrophysiologische Messungen in der Stromklemme (cur-
rent clamp) in Ratten, HCN2 defizienten M&usen, sowie Modellierungstechniken in
einem single compartment Modell zeigen den gegenregulierenden Effekt von HCN2-
und TASK3/TASK1-Kanélen. Diese Interaktion trégt massgeblich zur Aufrechterhal-
tung des Membranruhepotenzials der untersuchten Zellen bei und beeinflusst daher
ebenfalls die Aktionspotenzialentstehung in thalamischen Zellen.

5.2 Englische Zusammenfassung - Summary

The process of waking up is associated with the shift from rhythmic burst activity
to tonic action potential generation in many neurons of the thalamocortical system.
Transmitters of the ascending brainstem system are capable of mediating this change
by the reduction of leak K* channels, resulting in a depolarization of the resting
membrane potential. Unfortunately, the molecular nature of these channels has not
been analyzed in the thalamus until now. Therefore the expression of TWIK-related
acid-sensitive KT (TASK) channels, which contribute to the setting of the membra-
ne potential in different types of cells in the central nervous system, was probed in
the dorsal lateral geniculate nucleus (ALGN) by combining whole cell patch-clamp
recordings in brain slices and acutely-isolated cells, molecularbiological, immunocy-
tochemical techniques and modelling procedures. Setting the membrane potential of
thalamocortical relay neurons to a value of -20 mV induced a persistent outward cur-
rent of 200 - 400 pA, which was significantly reduced by e.g. lowering the external pH
from 7.2 to 6.4, application of ACh, muscarine, the local anaesthetic bupivacaine, the
polyvalent cation spermine and Ba?*. In addition, the steady state outward current
was increased by bath application of the general anaesthetic halothane and removal of
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divalent cations from the extracellular solution, thereby completing the typical phar-
macological and regulatory profile of TASK channels. Graphical substraction of ramp
currents revealed blocker-sensitive currents with clear outward rectification and a re-
versal potential close to the expected K equilibrium potential (-104 mV). RT-PCR
analysis, antibody staining, and in situ hybridization demonstrated the expression
of TASK1 and TASK3 in dLGN, thereby further confirming the electrophysiological
findings. The functional role of these findings was probed during current clamp recor-
dings: application of halothane hyperpolarized the membrane potential from about
-60 to -70 mV, an effect that was accompanied by a change in the firing pattern (from
tonic single spike to burst activity). Inhibition of TASK channels due to the mentio-
ned blockers (e.g. bupivacaine, muscarine, pH lowering) resulted in a shift from burst
firing to tonic action potential generation, associated with a significant depolarizati-
on of the membrane potential. Taken together these data indicate that several TASK
channel subtypes are involved in setting the membrane potential of dLGN relay neu-
rons and contribute to the production of anesthesia in vivo.

In a second part the interaction of TASK channels and HCN channels mediating the
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide gated current I, was investigated. All
known pacemaker channels (HCN1-4) are expressed in dLGN. The coexpression of the
dominant isoforms, namely TASK3 and HCN2 to be existent in parvalbumin-positive
relay neurons could be shown in cultured cells of the dorsal thalamus. Components
carried by HCN and TASK channels contribute to the standing outward current of TC
neurons and the pH-sensitive component elicited by hyperpolarizing ramp protocols.
Current clamp recordings in rats, HCN~/~ mice, and computer modeling studies de-
monstrate that the counterbalancing effects of HCN2 and TASK3 / TASK1 channels
play a pivotal role in setting the resting membrane potential of TC neurons thereby
influencing the activity mode of thalamic neurons.
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A Anhang

A.1 Rezepte

A.1.1 Elektrophysiologie

ACSF - artificial cerebrospinal fluid, Hirnschnitte; pH = 7,35

NaCl 125 mM
KCl 2,5 mM
NaH2P04 1,25 mM
NaHCOs5 24 mM
CaCl, 2 mM
Dextrose 10 mM

PIPES-haltiges Inkubationsmedium; pH = 7,35

A.1.2 Zellkultur

NaCl 120 mM
KCl 5 mM
C&Clg 1 mM
PIPES 20 mM
Dextrose 25 mM

Neurobasalmedium:

50 ml Neurobasalmedium (Gibco, Eggenstein, Deutschland)

+ 1ml B27 (Gibco, Eggenstein, Deutschland)

+ 0,5 ml Penicillin/Streptavidin (Gibco, Eggenstein, Deutschland)
+ 200 pl  Glutamin (Gibco, Eggenstein, Deutschland)
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A Anhang

DMEM:

500 ml Dulbecco’s modified Fagle Medium, DMEM (Gibco, Eggenstein, Deutschland)
+ 50 ml fetales Kdlberserum (Hitze-inaktiviert, Gibco, Eggenstein, Deutschland)
+ 5ml Penicillin/Streptavidin

+ 5ml Glutamin

Kalberserum vorher steril filtrieren!

Poly-D-Lysin:

100 mg Poly-D-Lysin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in 11 0,15 M Borsaure 16sen
(=9,27 g Borsdure/l ; mit NaOH auf pH 8,4 eingestellt)

steril filtrieren

DNase I:
DNase I (Boehringer, Ingelheim, Deutschland) 0,1 %ig in HBSS (4 divalente Kationen)
verdiinnen; Losung dann bei einer Endkonzentration von 0,01% (1:10) verwenden

Trypsin:
Trypsin in 2,5%iger Losung herstellen (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Losung dann in einer Endkonzentration von 0,25% einsetzen

A.1.3 Immunzytochemie auf dissoziierten thalamischen Zellen

Blockpuffer:

1xPBS auf 50ml:

10% Pferdeserum 5 ml Pferdeserum
5% Saccharose 2,5 g Saccharose
2% BSA 1 ¢ BSA

pH 7.1-74

steril filtrieren, aliquotieren

96



	Abkürzungsverzeichnis
	Einleitung
	Der Thalamus als „Schaltzentrale“ zwischen Peripherie und Kortex
	Konstitution des Membranruhepotentials - Intrinsische Eigenschaften thalamischer Neurone
	Beeinflussung der thalamischen Leckleitfähigkeit
	Mitglieder der Zwei-Poren Domänen K+-Kanal (K2P) Familie
	HCN-Kanäle
	Funktionelle Relevanz der Modulation von K2P- bzw. HCN-Kanälen
	Fragestellung und experimenteller Ansatz

	Material und Methode
	Elektrophysiologische Untersuchungen
	Präparation der Hirnschnittpräparate
	Präparation akut-isolierter Einzelzellen
	Patch-clamp Ableitungen an Einzelzellen
	Patch-clamp Ableitungen im Hirnschnittpräparat
	Darstellung der Ergebnisse

	In situ Hybridisierung
	Präparation des Gewebes
	Inkubation und Färbung
	Prüfung der Spezifität und Auswertung

	Polymerasekettenreaktion (PCR)
	Präparation des Probenmaterials
	Umschreibung und Amplifikation
	Verwendete Primer

	Semiquantitative RT-PCR
	Präparation des Probenmaterials - Laserdissektionsmikroskopie
	Umschreibung und Amplifikation
	Auswertung

	Fluoreszenzimmunzytochemie
	Präparation der dissoziierten thalamischen Zellkulturen
	Fixierung und Färbung

	Computersimulationen mit NEURON

	Ergebnisse
	Expression von TASK Kanälen, einwärts-gleichrichtenden K+-Kanälen und mACh-Rezeptor Subtypen
	Pharmakologische Charakterisierungen der Leckleitfähigkeit
	Beteiligung von TASK-Kanälen am K+-getragenen Auswärtsstrom
	Halothan-sensitive Ströme in thalamischen Neuronen
	Metabotrope ACh Rezeptor-vermittelte Modulation der K+-Leckleitfähigkeit
	Spezifische Effekte von extrazellulären divalenten Kationen und Spermin
	Einfluss der K+-Leckleitfähigkeit auf das Feuerverhalten thalamischer Neurone
	Koexpression von HCN- und TASK-Kanal Isoformen im dCGL
	Charakterisierung pH-sensitiver Rampenströme
	Interaktion von TASK- und HCN-Kanälen
	Simulation der Interaktion von TASK- und HCN-Kanälen

	Diskussion
	Methodenkritische Aspekte: thalamische Einzelzellen und Neurone im Hirnschnittpräparat
	Beitrag von TASK-Kanälen an der Leckleitfähigkeit von TC-Neuronen
	Beteiligung verschiedener TASK-Kanal Subtypen
	Halothan und mACh-Rezeptor vermittelte Effekte
	Mögliche funktionelle Implikationen der TASK-Kanal Modulation
	Effekte von divalenten Kationen und Spermin in thalamischen Schaltneuronen
	Interaktion Ih und ITASK: pH-sensitive Membranströme in thalamischen Neuronen
	Interaktion ITASK und Ih: Funktionelle Bedeutung
	Pathophysiologische Implikationen
	Zusammenfassendes Modell: ein Ausblick

	Zusammenfassung
	Deutsche Zusammenfassung
	Englische Zusammenfassung - Summary

	Literaturverzeichnis
	Danksagung
	Erklärung
	Darstellung des Bildungsweges/Publikationsliste
	Anhang
	Rezepte
	Elektrophysiologie
	Zellkultur
	Immunzytochemie auf dissoziierten thalamischen Zellen



