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Loud, heap miseries upon us yet entwine our arts

with laughters low!

James Joyce, Finnegans Wake (2:8 259.7)
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Zusammenfassung

Sich krank zu fiihlen ist ein mentaler Vorgang. Die dabei auftretenden Symptome (Miidig-
keit, Benommenheit, Appetitlosigkeit, Unaufmerksamkeit, allgemeines Unlustgefiihl, ... )
werden als Anpassung an die Erfordernisse des kranken Organismus aufgefasst (sickness
behaviour). Die Ausbildung dieser Symptome setzt eine Kommunikation des Immunsys-
tems mit dem Nervensystem voraus. Hierbei spielen Cytokine, wie bisher fiir die Klasse
der Interleukine gezeigt, eine bedeutende Rolle. Auch die Applikation von Interferon
im Zuge medizinischer Behandlungen (z.B. von Multipler Sklerose, Hepatitis C) fiihrt
zu grippedhnlichen neuronalen Symptomen. Des Weiteren reagieren Neurone auf eine
direkte Gabe von Interferon mit einer erhéhten Erregbarkeit. Darauf basiert die zentrale
Hypothese dieses Projektes: Interferon wirkt als Modulator neuronaler Ionenkanéle.

Die Erregbarkeit von Neuronen wird unter anderem durch die Charakteristik des
hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated cation (HCN) Kanals bestimmt. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass sowohl Typ I Interferone (IFN-o und IFN-{) als auch
das Typ II Interferon (IFN-y) eine Reduktion und Verlangsamung des durch diesen Kanal
vermittelten Stromes, Iy, in corticalen, somatosensorischen Layer V Pyramidenneuronen
bewirken. Diese Modulation erfolgt auch ohne gliale Umgebung und ist abhéngig von
einem intakten Interferonsignalweg im Neuron. Iy spielt eine entscheidende Rolle bei
der dendritischen Verarbeitung eintreffender Signale, u.a. durch die Beeinflussung des
Frequenzverhaltens des Neurons. Die Applikation von Interferon bewirkt eine signifikante
Anderung dieser Charakteristik.

Bisherige Untersuchungen zeigten eine Beeinflussung des neuronalen Feuerverhaltens
durch Interferon. Dies kann in einer in silico Simulation eines Layer V Neurons nur dann
reproduziert werden, wenn iiber die I}, Verminderung hinausgehende Kanalmodulationen
(an mehreren Kalium- und Natriumkanélen) postuliert werden. In vitro Messungen am
Kaliumstrom I, bestétigen diese Hypothese.

Diese Studie zeigt, dass Interferon neben der klassischen, langsamen, antiviralen
Cytokinwirkung auch als akuter Neuromodulator mehrerer Ionenkanile fungiert. Dabei
erfolgt eine gerichtete Verschiebung des neuronalen Zustandes: nach Interferon Applikation
erhoht sich die Feuerrate, das Neuron beginnt bereits bei kleineren Strominjektionen
zu feuern und reagiert sensitiver auf Eingangsstrome mit niedrigerer Frequenz. Das
Zusammenspiel der Kanalmodulationen hin zu einem Zustand hoéherer Erregbarkeit
spricht gegen ein evolutionires Epiphinomen durch die zufillige Uberschneidung der
antiviralen und Ionenkanal - Signalwege. Hingegen kénnte die Neuromodulation durch
Interferone eine der zellularen Grundlagen des sickness behaviour bilden.
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Abstract

To feel sick is a mental process. The symptoms (fatigue, drowsiness, anorexia, impaired
attention, ...) are considered as adaptations of the organism to overcome infections.
The development of these symptoms requires the possibility of the immune system
to communicate with the nervous system. Cytokines play an important part in this
communication, which has been shown extensively for interleukins. Also the application
of interferon during medical treatment (e.g. multiple sclerosis, Hepatitis C) leads to
flu-like symptoms. On the cellular level, neurons respond to interferon with an increased
excitability. Based on this, the central hypothesis of this study states the following:
interferon acts as a modulator of neuronal ion channels.

The hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated cation (HCN) channel codeter-
mines neuronal excitability. The results of this study show that both, type I interferons
(IFN-a and IFN-f3) and type II interferon (IFN-y) reduce and slow down the current
mediated by these channels (I},) in layer V pyramidal neurons of the somatosensory cortex.
The modulation does not depend on the glial environment, but on the functioning of the
interferon signal pathway within neurons. [, plays an important role at the dendritic
computation, among others by influencing the frequency behaviour of neurons. The
application of interferon causes a significant change of this characteristic.

Previous investigation showed an influence of interferon on the neuronal firing behaviour.
In an in silico simulation of a layer V neuron, this result could only be reproduced by
multiple ion channel modulations (HCN as well as potassium and sodium channels). One
of the postulated modulations (on the potassium current I,,) could already be verified in
vilro.

Classically, interferons were considered as slow acting, antiviral molecules. This survey
shows, that in addition they also act as acute neuromodulators of various ion channels.
Hereby an oriented shift of the neuronal state takes place: the application of interferon
increases the firing rate gain, the neuron starts to fire at lower input currents and reacts
stronger to incoming signals with lower frequencies. The interaction of all modulations
to generate a state of higher excitability counts against an evolutionary epiphenomenon
arising from coincidental overlapping of the antiviral and ion channel modulation signal
pathways. In contrast, the neuromodulation by interferon may provide one cellular basis
underlying the devolopment of sickness behaviour.
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1 Einleitung

Das Immun- und das Nervensystem ermoglichen angepasste Reaktionen des Organismus
auf Umweltreize. Trotz unterschiedlicher Basiseinheiten (Leukozyten und Nervenzellen)
sowie trennender Strukturen (Blut-Hirn-Schranke) bestehen vielfaltige Kommunikations-
moglichkeiten zwischen den Systemen (Ziemssen und Kern 2007). So zeigt die Aktivierung
des Immunsystems im Zuge einer Infektion eine Auswirkung auf das Verhalten des Or-
ganismus. Die Stoffklasse der Cytokine dient dabei als Botenstoff vom Immun- zum
Nervensystem (Dantzer et al. 2008).

Der Cortex spielt eine Schliisselrolle bei der Verarbeitung und Weiterleitung sensorischer
Information. Im Cortex kontrollieren Pyramidenneurone des Layer V den Informations-
fluss in andere, aktivitatsbeeinflussende Hirnregionen (Douglas und Martin 2004). Eine
Beeinflussung der Erregbarkeit dieser Neurone durch ein Cytokin, IFN-f3, konnte bereits
gezeigt werden (Hadjilambreva et al. 2005). Dies ldsst eine direkte Wirkung von IFN-f3
auf neuronale Ionenkanéle vermuten.

Die Hypothese, dass IFN-f3 als funktioneller Ionenkanalmodulator in Pyramidenneu-
ronen des corticalen Layer V wirkt, wird in dieser Arbeit bestétigt und auf weitere
Interferone ausgedehnt.

1.1 Verhaltensbeeinflussende Symptome einer Infektion

Oft werden wir uns einer Infektionskrankheit nur durch ihren Einfluss auf unseren
mentalen Zustand bewusst. Wir fithlen uns krank durch Symptome wie Miidigkeit,
Benommenheit, Appetitlosigkeit, Unaufmerksamkeit, generelle Unlust,. . . Diese Symptome
sind nicht nur auf Menschen beschrankt, sondern kénnen auch bei Tieren beobachtet
und reproduziert werden (Hart 1988; Larson und Dunn 2001). Als Oberbegriff fiir diese
Symptome, zusammen mit den neuroendokrinen Anderungen und Fieber, hat sich der
Begriff , sickness behaviour* etabliert (Kent et al. 1992; Dantzer 2009).

1.1.1 Sickness behaviour - eine Strategie zur Infektionsbekampfung

Sickness behaviour ist eine evolutionidre Anpassung des Organismus zur Bekdmpfung
einer Infektion! (Hart 1988; Clark et al. 2008). Die auftretenden Symptome bewirken
eine Einsparung von Energie und Ressourcen, die somit zur Infektionbekdmpfung zur
Verfligung stehen; es kommt zu einem Wechsel des Motivationszustandes, die Aktivitat
wird eingeschrénkt und das Schlafbediirfnis steigt (Aubert 1999). Unter dem Aspekt
der Energiebereitstellung scheint hier die Appetitlosigkeit auf den ersten Blick kontra-
produktiv, doch das Paradox klart sich im Licht der Evolution: die Suche/Jagd nach

'Fieber war das erste Symptom, fiir das eine solche vorteilhafte Wirkung gezeigt werden konnte.
Tatséchlich stellte die Behandlung durch Fieber auslosende Injektionen (Malariaerreger), bis zur
Entdeckung des Penicillins die einzig erfolgreiche Behandlungsmethode fiir Neurosyphilis dar (Hart
1988).



1.1 Verhaltensbeeinflussende Symptome einer Infektion

Nahrung ist bei Wildtieren mit einem hohen Energieaufwand verbunden; es besteht
die Gefahr, entweder iiberhaupt keine Nahrung zu finden, oder in einem geschwéchten
Zustand einem Fressfeind gegeniiberzustehen. Auflerdem kann durch das Zuriickziehen
an einen geschiitzten Platz der Verlust an Koérperwéarme begrenzt werden (Hart 1988).

Neben den eher ,motivationsbeeinflussenden® (Aubert 1999) Symptomen verursachen
Infektionen auch eine Reduktion der kognitiven Leistungen. Nachgewiesen werden konnten
verlangerte Reaktionszeiten (Smith et al. 1998) und verminderte Gedéchtnisleistungen
(Larson und Dunn 2001).

Die adaptive Reaktion des Immunsystems auf eine Infektion bewirkt eine iiberwiegend
(Clark et al. 2008) adaptive Reaktion des Verhaltens des infizierten Organismus, d.h.
eine Neuromodulation. Vice versa wirken Vorgidnge im Nervensystem auch auf das
Immunsystem (Marques-Deak et al. 2005; Ziemssen und Kern 2007).

1.1.2 Informationsfluss vom Immun- zum Nervensystem - Cytokine

Die neuromodulatorischen Auswirkungen einer Infektion implizieren eine Kommunikati-
onsmoglichkeit des Immunsystems mit dem Nervensystem (Konsman et al. 2002; Cleeland
etal. 2003). Pradestiniert fiir diese Aufgabe ist eine Klasse hormoné&hnlicher, 16slicher
Proteine: die Cytokine. Diese spielen eine grofie Rolle bei der Kommunikation zwischen
Zellen, vor allem im Zuge der Regulation des Immunsystems (Tayal und Kalra 2008).
Die Theorie, dass Cytokine die Signalstoffe des Immunsystems zum Zentralnervensystem
(ZNS) sind, basiert auf einer Reihe von Arbeiten seit den frithen 1980’er Jahren, die neu-
ronale und neurologische Verdnderungen nach einer Cytokinapplikation zeigten (Smedley
etal. 1983; Smith etal. 1988; Kent etal. 1992).

Am besten dokumentiert ist diese Wirkbeziehung bisher fiir das Cytokin Interleukin-1
(IL-1): Es wird im Zuge einer Infektion produziert und nach Applikation von IL-1 zeigen
sich dhnliche Symptome wie bei einer Infektion. Im Gegenzug tritt bei der Blockade
des IL-1 Rezeptors im Zuge einer Infektion ein vermindertes sickness behaviour auf.
Allerdings kann die Wirkung von IL-1 nicht auf eine bestimmte Hirnregion oder auf
die Aktivierung eines bestimmten Signalweges eingegrenzt werden und wird auch durch
andere Cytokine moduliert (Konsman etal. 2002; Dantzer et al. 2008).

Sickness behaviour tritt nicht nur bei einer Entziindung innerhalb des ZNS auf, sondern
ist ein Kennzeichen vieler, auch peripherer Infektionen. Wenn Cytokine als Botenstoffe des
Signals ,,Krankheit“ oder ,Infektion“ dienen, muss somit im Organismus eine Mdoglichkeit
fiir Cytokine bestehen, mit den Parenchymzellen des Nervensystems zu interagieren.
Ubereinstimmend konnte gezeigt werden, dass eine periphere Applikation von Cytokinen
ausreicht, um im ZNS eine Cytokinwirkung (Expression von cytokinstimulierten Genen,
Erhohung des Cytokinspiegels im ZNS, sickness behaviour, ...) auszulosen (Wang et al.
2008; Banks und Erickson 2010). Als Moglichkeiten fiir eine Signalweiterleitung tiber die
Blut-Hirn-Schranke kommen dafiir in Frage (Banks und Erickson 2010):

e Stimulation afferenter Nervenfasern durch Cytokine

e Cytokinstimulierte Abgabe von Cytokinen durch Zellen, die die Blut-Hirn-Schranke
bilden



1.2 Interferone

o Transport von cytokinaktivierten Immunzellen durch die Blut-Hirn-Schranke, die
daraufhin weitere Cytokine ausschiitten

o Direkte Passage durch die Blut-Hirn-Schranke

e Cytokinstimulation der Neurone in den zirkumventrikuldren Organen, die sich in
der Regel auf der Aufenseite der Blut-Hirn-Schranke befinden?.

Fiir die Auslosung eines Cytokinsignals im ZNS miissen nur kleine Mengen durch
die Blut-Hirn-Schranke transportiert werden, da die Anwesenheit von Cytokine die
Ausschiittung weiterer Cytokine, auch durch Neurone, stimuliert (Banks und Erickson
2010; Chakraborty etal. 2010).

Cytokine erfiillen alle Voraussetzungen, um die Information ,Infektion“ an das Ner-
vensystem weiterzuleiten. Dort 16sen sie eine adaptive Verhaltensdnderung, das sickness
behaviour, aus, die der Bekdmpfung der Infektion dient. Fiir das Cytokin Interleukin-1
konnte eine solche Wirkbeziehung bereits deutlich gezeigt werden. Allerdings besteht
die Antwort eines Organismus auf eine Infektion in der Aktivierung eines ganzen Netz-
werks von Cytokinen. Inwieweit eine andere Klasse von Cytokinen, die Interferone,
neuromodulatorisch wirkt, soll in dieser Arbeit untersucht werden.

1.2 Interferone

Die Ausschiittung von Interferonen ist ein Schliisselpunkt bei der Aktivierung des Im-
munsystems. Sie wirken als immunstimulierende Faktoren mit antiviraler Aktivitdt und
werden sowohl von spezifischen Abwehrzellen, als auch von virusinfizierten Zellen gebildet.
Der Name , Interferon® bezieht sich auch auf diese Wirkung, also mit der Replikation von
Viren zu ,interferieren“ (Isaacs und Lindenmann 1957). Allgemein kénnen Interferone als
,Proteine mit relativ speziesspezifischen antiviralen Effekten“ definiert werden (Borden
et al. 2007).

Ein Organismus besitzt mehrere Moglichkeiten, eine Infektion durch einen Virus zu
erkennen und darauf mit einer Interferonausschiittung zu reagieren. Dazu gehoéren unter
anderem die Detektion von (i) extrazelluldrer doppelstrangiger RNS (Ribonukleinsaure)
oder (ii) endosomatische einfach- und doppelstrangige RNS und DNS (Desoxyribonu-
kleinsdure) durch Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors) vor allem
der Klasse TLR (toll like recteptors). Zum anderen erkennen infizierte Zellen (iii) in-
trazelluldre virale RNS (diese aktiviert unterschiedliche RNS Helicasen und die daran
angebunden Signalwege). Dariiber hinaus scheint die Moglichkeit zu bestehen, dass Zellen
auf (iv) organismusfremde DNS sowie (v) virale Proteine reagieren kénnen® (Randall und
Goodbourn 2008; O’Neill und Bowie 2010).

2 Allerdings sind die zirkumventrikuliren Organe durch das Ependym von den inneren Hirnstrukturen
getrennt. Eine Cytokinsignalweiterleitung tiber diese Struktur hinweg kann jedoch durch die oben
besprochenen Mechanismen erfolgen.

3Neben einer viralen Infektion begegnen Zellen auch einer bakteriellen Infektion mit einer Interfe-
ronausschiittung. Letztere werden entweder durch die TLR erkannt oder die Zellen reagieren auf
Ausscheidung oder Nukleinsdurebestandteile bereits lysierter Bakterien (Monroe et al. 2010).



1.2 Interferone

Interferon dient als Signalfaktor und fiihrt in den Zellen eines Organismus zur Expres-
sion einer Vielzahl von Genen. Diese bewirken einen ,antiviralen“ Zustand, der auf die
Verhinderung der viralen Reproduktion abzielt. Dies geschieht u.a. durch: den Stopp der
Translation, die Degradation der zelluliren RNS, eine Verhinderung des Transports der
viralen RNS in den Zellkern und die Vermeidung der Ausbildung von lipid rafts (choles-
terinreiche Mikrodoménen der Zellmembran, die fiir den Knospungsprozess einiger Viren
notwendig sind). Des Weiteren wird in den infizierten Zellen der Zellzyklus eingefroren,
ein pro-apoptotischer Zustand etabliert und u. U. eine Autophagie ausgelost. Weitere
immunmodulatorische Wirkungen fiihren zu einer gesteigerten Sensibilisierung gegen-
iiber Interferon, der Produktion weiterer Interferone und Cytokine, einer Aktivierung
des adaptiven Immunsystems sowie der vermehrten Ausbildung und Aktivierung von
Immunzellen (Schroder etal. 2004; Theofilopoulos et al. 2005; Randall und Goodbourn
2008).

Interferone werden aufgrund ihrer Aminoséurensequenz (Randall und Goodbourn 2008)
in drei Typen unterteilt, die jeweils auch durch einen spezifischen Rezeptor gebunden
werden:

1.2.1 Typ | Interferon

Die Familie der Typ I Interferone setzt sich aus unterschiedlichen Interferonen zusammen,
von denen vor allem IFN-« und IFN-B fiir die ersten antiviralen Reaktionen auf eine
Infektion mitverantwortlich sind (Savarin und Bergmann 2008). Weitere Mitglieder dieser
Gruppe konnten bis jetzt im Menschen nicht nachgewiesen werden (IFN-§ und IFN-7),
oder sind in ihrem Vorkommen restringiert (IFN-n: Plazenta, IFN-k: Keratinozyten).
Allen Typ I Interferonen gemeinsam ist die tertidre Struktur mit multiplen Alphahelices
(Bekisz et al. 2004; Theofilopoulos et al. 2005; Randall und Goodbourn 2008).

IFN-o: Diese Gruppe von Interferonen besteht aus bisher zwolf im Menschen identifi-
zierten Proteinen mit z. T. nur geringfiigigen Aminosdurensequenzunterschieden
(Pestka et al. 2004; Moll et al. 2011). Funktionell unterscheiden sich die Subtypen
durch ihre antivirale Aktivitidt gemessen an der ISG (Interferon stimulierte Gene)
mRNA Expression (Moll etal. 2011). IFN-o wirkt vermutlich als Monomer (Pestka
etal. 2004), das sich je nach Art aus 165 oder 166 Aminosduren zusammensetzt
und durch zwei Disulfidbriicken stabilisiert wird (Bekisz et al. 2004). Eine frithere
Klassifizierung beruht auf der Hauptquelle des jeweiligen Interferontyps, und nach
dieser Klassifikation wird IFN-« als Leukozyteninterferon bezeichnet (Bekisz et al.
2004). Es existieren einige medizinische Anwendungen fiir IFN-«, dazu gehoren u. a.
die Behandlung von einigen Krebserkrankungen (malignen Melanomen, einigen
Leukémien), Condylomata acuminata und chronischer Hepatitis B und C (Bekisz
etal. 2004).

IFN-{3: Bis jetzt konnte nur ein humanes IFN-f isoliert werden. Dieses besteht aus 166
Aminoséuren mit einer Disulfidbriicke (Bekisz et al. 2004). Die funktionelle Einheit
ist wahrscheinlich ein Dimer (Pestka et al. 2004). Die auf der élteren Klassifikation
basierende Bezeichnung fiir IFN-f lautet Fibroblasteninterferon. Therapeutisch
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wird IFN-f zur Behandlung von multipler Sklerose eingesetzt (Bermel und Rudick
2007).

Die Bindung aller Typ I Interferone erfolgt durch den gleichen Rezeptorkomplex IFNAR
(IFN-o/ 3-Rezeptor), der aus den zwei transmembranen Aminosdurketten (IFNAR1 und
IFNAR2) besteht (sieche Abb. 1.1). Auf allen bisher untersuchten Vertebratenzellen
konnten diese nachgewiesen werden (Bekisz et al. 2004), von unserer Arbeitsgruppe auch
auf Layer V Pyramidenneuronen der Ratte (Stadler et al. in Rev.). Trotz Bindung an den
gleichen Rezeptor zeigen IFN-o und IFN-f unterschiedliche Wirkungen (Der et al. 1998;
Silva et al. 2002). Dies beruht auf der unterschiedlichen Affinitéat der Interferone zu den
zwei Ketten des Rezeptors, die in weiterer Folge die Stabilitdt des Rezeptor-Liganden
Komplexes beeinflussen (Jaitin et al. 2006; Jaks et al. 2007): diesem Modell zufolge liegen
IFNARI1 und 2 in der Membran separiert vor. Typ I Interferone binden bevorzugt an
IFNAR2 und in weiterer Folge bildet sich dann der IFNAR2-IFN-IFNAR1 Komplex,
dessen Stabilitdat hauptséchlich von der Dissoziationskonstante des IFN zu den Ketten
bestimmt wird.

Das cytoplasmatischen Ende von IFNARI1 assoziiert mit der Tyrosin Kinase 2 (TyK
2) und das von IFNAR2 mit der Janus Kinase 1 (just another kinase 1, JAK1). Die
Bindung von IFN fiihrt zu einer Phosphorylierung von IFNAR1 durch TyK2 (an der
Position Tyrosine 466) und bildet dadurch eine starke Kopplungsstelle fiir STAT?2 (signal
transducer and activator of transcription 2). Dieses wird dann in weiterer Folge ebenfalls
von TyK2 phosphoryliert (Position Tyrosine 690), gleichzeitig auch STAT1 von JAKI an
der Position 701. STAT1 und STAT?2 bilden daraufhin ein stabiles Heterodimer (Randall
und Goodbourn 2008). Erst die Phosphorylierung von STAT2 erméglicht den nukledren
Transport des Dimers, der ansonsten durch einen bestdndigen Export des Molekiils
aus dem Kern effektiv verhindert wird (Frahm etal. 2006). Das STAT1 und STAT2
Heterodimer bildet zusammen mit dem ,Interferon Regulations Faktor 9% (IRF-9) den
,Interferon Stimulierten Gen Faktor 3¢ (ISGF3) Komplex. In der Promotersequenz der
meisten IFN stimulierten Gene befindet sich die ISRE (IFN-stimuliertes response Element)
Sequenz. An dieses bindet der ISGF3 Komplex und startet dadurch die Transkription
dieser Gene (Platanias 2005).

Neben diesen kanonischen existiert noch eine Vielzahl alternativer Signalwege (siche
Abb. 1.1). Zu diesen gehoren u.a. unterschiedliche MAPK Wege (vor allem p38 und
ERK), PI3K und die Aktivierung weiterer STAT Formen (Platanias 2005). Diese fithren
zu einer Uberschneidung zwischen den Interferonsignalwegen. Allerdings werden nicht alle
Signalwege in allen Zelltypen aktiviert (Platanias 2005). So konnte unsere Arbeitsgruppe
zeigen, dass die Applikation von IFN-f3 zu einer Aktivierung von TyK2 in corticalen
Neuronen fiihrt (der exprimierte Rezeptor also funktionell in der Membran vorhanden
ist), ohne dass es dabei zu einer Regulierung von p38 kommt (Stadler etal. in Rev.).

Fiir die vorliegende Arbeit von besonderer Bedeutung ist eine Studie aus dem Jahr
2006 (Delhaye etal. 2006), die zeigte, dass Neurone im ZNS auf eine virale Enzephalitis
mit einer Type I Interferonproduktion reagieren. Des Weiteren moduliert die Applikation
von IFN-B die Proteinsynthese im ZNS (Beyer et al. 2009). Dieser Effekt ist mit dem
anderen Typ I IFN (IFN-«) auch in vivo beobachtbar (Wang et al. 2008).
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Abbildung 1.1: Uberblick iiber die Typ I und Typ II Interferonsignalkaskaden. Die Abbildung
wurde anhand der Daten in Uddin etal. (2002); Srivastava etal. (2004); Bekisz etal. (2004);
Pestka et al. (2004); Kaur et al. (2005b); Kaur et al. (2005a); Katsoulidis et al. (2005); Takaoka
und Yanai (2006); Stark (2007); Gough et al. (2008); Redig et al. (2009) angefertigt.

1.2.2 Typ Il Interferon

Das einzige bisher bekannte Typ II Interferon ist IFN-y (Lymphozyten Interferon, frither
auch Makrophagen-Aktivierungs Faktor), das hauptséchlich von aktivierten Immunzellen
(primére T und NK Zellen, B-Zellen sowie APC Zellen) produziert wird (Schroder et al.
2004). Neurone des ZNS konnen auf IFN-y reagieren (Chesler und Reiss 2002), und IFN-y
ist fiir die Kontrolle einer viralen Infektion im ZNS mitverantwortlich (Chakraborty et al.
2010; Stubblefield Park etal. 2011).

Strukturell unterscheidet sich IFN-y von den Typ I Interferonen durch das Fehlen von
Disulfidbriicken sowie der kiirzeren Sequenz (140 Aminosduren). Das Molekiil ist in sechs
Alphahelices angeordnet und bildet ein Dimer (Pestka et al. 2004). Der Typ II Interferon
spezifische Rezeptor (IFN-y Rezeptor Komplex, IFNGR) besteht aus vier transmembranen
Molekiilen: 2 x IFNGR1 und 2x IFNGR2 (siche Abb. 1.1). Im Gegensatz zu dem Typ I
Interferonrezeptor sind die Untereinheiten des IFNGR schon vor der Bindung von IFN-y
miteinander verbunden (Krause etal. 2002). Intrazelluldr sind die Rezeptorketten mit
JAK1 bzw. JAK2 assoziiert. Wenn IFN-y an den Rezeptorkomplex bindet, verursacht dies
eine Konformationsanderung der Rezeptorketten, die in weiterer Folge eine gegenseitige
Phosphorylierung von JAK1 und JAK2 und der intrazelluldren Enden der Ketten bewirkt.
Letzteres schafft eine Bindungsstelle fiir die SH2 Doméne von STAT1 an der Stelle 440 der
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Kette IFNGR1. Dies ermoglicht dann die Phosphorylierung des C-Terminus von Tyrosine
Y701 an STAT1 und somit die Formung eines STAT1 Homodimers. Nach dem Transport in
den Nucleus bindet dieses an die gamma activated sequence (GAS) in der Promoterregion
der von IFN-y regulierten Gene (Gough et al. 2008). Neben dieser kanonischen Formung
des STAT1 Dimers kommt es auch zu einer Aktivierung mehrerer anderer STATs sowie
wahrscheinlich auch von p38 und PI3K (Gough et al. 2008). Therapeutische Gaben von
IFN-y erfolgen unter anderem bei septischer Granulomatose (Platanias 2005).

1.2.3 Typ Il Interferon

Die Gruppe der Typ III Interferone besteht aus IFN-A 1 bis 3 (nach anderer Nomen-
klatur IL-28A, IL-28B und I1.-29), die an den spezifischen Typ III Interferon Rezeptor,
zusammengesetzt aus IFN-A R1 und IL-10R2, binden. Intrazelluldr sind die beiden Enden
der Rezeptorketten mit JAK1 bzw. TyK2 assoziiert. Der weitere Signalweg der Typ
IIT Interferone gleicht dem der Typ I Interferone, ebenso wie die dadurch ausgeltste
antivirale Reaktion (Donnelly und Kotenko 2010).

1.2.4 Nebenwirkungen einer Interferontherapie

Die medizinische Anwendung von Interferon geht einher mit einer Vielzahl von Neben-
wirkungen, wobei neben Reaktionen an der Injektionsstelle, grippedhnliche Symptome zu
den am haufigsten beobachteten gehoren (Tayal und Kalra 2008). So fiihrt eine IFN-o-
Therapie im Zuge von Krebsbehandlungen zu Lethargie und Appetitlosigkeit und zu
Verdnderungen im EEG (Smedley et al. 1983; Rohatiner etal. 1985). Dariiber hinaus
entwickelt ein Teil der Patienten wéhrend einer IFN-« Therapie Anzeichen einer (reversi-
blen) Depression (Schiepers et al. 2005; Capuron et al. 2009; Dantzer et al. 2010). IFN-«
spielt auch eine Rolle bei der Ausbildung der HIV assoziierten Demenz, wahrscheinlich
durch die Reduzierung der dendritschen Verzweigung (Sas et al. 2009).

Fieber und weitere grippedhnliche Symptome gehoéren ebenfalls zu den haufigsten
Nebenwirkungen einer IFN-f3 Therapie (Bermel und Rudick 2007; Clerico et al. 2007);
Berichte iiber die Ausbildung einer Depression wéhrend einer IFN-f3 Therapie sind
allerdings widerspriichlich (Zephir etal. 2003; Patten Scott etal. 2005; Fragoso et al.
2010).

Die Nebenwirkungen einer Behandlung mit IFN-y dhneln denen einer Typ I Interferon
Therapie (Bemiller et al. 1995; Tayal und Kalra 2008).

1.2.5 Neuromodulation durch Interferon

Eine vom Organismus erkannte Infektion fithrt zur Aktivierung eines Netzwerkes von
Cytokinen, von denen wahrscheinlich mehrere an der Ausbildung der unterschiedlichen
Symptome des sickness behaviour beteiligt sind (Konsman et al. 2002). Auf zellularer
Ebene konnte bisher gezeigt werden, dass IFN-« die Erregbarkeit der Neurone des zere-
bralen und zerebellaren Cortex erhoht (Calvet und Gresser 1979; Reyes-Vazquez et al.
1982) sowie im Hippocampus die Ausbildung von LTP (long term potentiation) hemmt
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(D’Arcangelo etal. 1991; Mendoza-Ferndndez et al. 2000). In hippocampalen CA3 Py-
ramidenneuronen unterdriickt sowohl Typ I als auch Typ II Interferon die evozierten
inhibitorischen postsynaptischen Potentiale und steigert somit die Erregbarkeit (Miiller
etal. 1993). In vivo bewirkt die direkte als auch periphere Applikation von IFN-« eine
Steigerung der Feuerrate in Neuronen des Thalamus, Hippocampus und somatosenso-
rischen Cortex der Ratte, wahrend es im Hypothalamus zu einer Verminderung der
Neuronenaktivitat fithrt (Dafny et al. 1996).

Fiir IFN-f3 konnte gezeigt werden, dass es die neuronale Erregbarkeit in Layer 11/I11
und Layer V Neuronen des somatosensorischen Cortex der Ratte nach Applikation
steigert (Hadjilambreva et al. 2005). Zwei unterschiedliche Effekte von IFN-f3 liegen dieser
Beobachtung zugrunde:

o IFN-{ erhoht den Eingangswiderstand des Neurons im unterschwelligen Bereich (um
das Ruhemembranpotential, RMP) und beeinflusst somit die Membranzeitkonstante.

e Strominjektionen im tiberschwelligen Bereich fithren nach IFN-f3 Applikation zu
einer deutlichen Zunahme der Anzahl der Aktionspotentiale. Dieser Effekt setzt
sich sowohl aus einer Steigerung des gains (Steigung der Aktionspotentialfrequenz-
Strom (F-I) Kurve) als auch aus einer Verschiebung des Rheobase (Schwellen-
Stromintensitét bei der ein Aktionspotential ausgelést wird) zusammen.

Beide Effekte sind dosisabhingig, wobei der halbe Effekt jeweils bei etwa 500 Uml~!
(Einheiten pro Milliliter) auftritt. Eine Sattigung der IFN induzierten Neuromodulation
kann mit ca. 1000 Uml ™! erreicht werden. Der IFN-f Effekt auf den Eingangswiderstand
kann nach einem Block der hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated (HCN,
sieche 1.3.3.4 auf Seite 17) Kanéle mit ZD7288 nicht mehr beobachtet werden, wihrend
hingegen ein Block dieser Kanéle keinen Einfluss auf die Modulation des Feuerverhaltens
hat. Versuche mit unterschiedlichen Blockersubstanzen deuten stattdessen auf eine Betei-
ligung des I, des kalziumaktivierten Kaliumstromes und des T - Typ Kalziumstromes
bei der Verdnderung des Feuerverhaltens hin. Dies lasst multiple Kanalmodulationen
infolge einer IFN-f3 Gabe vermuten.

Erste Hinweise auf eine HCN Ionenkanalmodulation durch IFN-f3 lieferte auch eine
Messung des durch diesen Kanaltyp flieenden Ionenstromes I, vor und nach IFN-f3
Applikation. Hierbei konnte eine Reduktion des Stroms um etwa 25 % in Layer V Pyrami-
denneuronen beobachtet werden. Diese Messungen erfolgten bei einem supramaximalen
intrazellularen cAMP Gehalt (siche 1.3.3.4 auf Seite 18) und zeigten eine grofie Schwan-
kungsbreite. Die modulatorische Wirkung von IFN-f3 war auf einen funktionsfdhigen
IFNAR Rezeptorkomplex angewiesen; nach Blockade der dem Rezeptor nachgeschalteten
JAK1 trat keine I, Reduktion durch IFN-f auf (Daten aus der Dissertation von Claudia
Bierwirth in Stadler etal. in Rev.).

Die Modulation der neuronalen Erregbarkeit durch IFN- in corticalen Neuronen
stellt den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit dar, bei der die neuromodulatorischen
Auswirkungen von Interferon auf Layer V Pyramidenneurone detailliert untersucht werden
sollen.
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Die Funktion des Nervensystems besteht in der Beschreibung einer stabilen Realitédt durch
rekursive Rechenschritte (Foerster 1988). In Sdugetieren spielt hierbei der Cortex eine
zentrale Rolle, dessen Informationsweiterleitung in andere Hirnregionen durch Neurone
der Schicht (Layer) V kontrolliert wird (Douglas und Martin 2004).

1.3.1 Der Cortex

Der typische sechsschichtige Cortex der Séugetiere (,,Isocortex*) entwickelte sich im Laufe
der Evolution aus dem zwei- bis drei-schichtigen Cortex der Reptilien (Aboitiz 1999).

Signale der Sinnesorgane erreichen den Cortex beinahe ausschliefllich iiber den Thala-
mus, der einen steuernden Einfluss auf die Menge und Art der an den Cortex weitergelei-
teten Information ausiibt (Sherman 2005). Die thalamocorticalen Verbindungen fithren
zu den Layern II-VI des Cortex (Brecht 2007), hauptséchlich innnervieren sie hierbei den
Layer IV(Thomson und Lamy 2007). Der Grofiteil der erregenden synaptischen Eingénge
eines corticalen Neurons erfolgt allerdings iiber andere corticale Neurone, entweder aus
der gleichen Hemisphére (corticorticale ipsilaterale Projektionen) oder aus der gegeniiber-
liegenden (callosal corticale Projektionen) (Price etal. 2006). Analog dazu erfolgt der
iiberwiegende Teil der axonalen Verbindungen innerhalb des Cortex. Subcorticale Ziele
der corticalen Neurone sind unter anderem Striatum, Thalamus, Colliculi superiores,
Claustrum, Pons und das Riickenmark (Thomson und Lamy 2007; Brecht 2007; Pierani
und Wassef 2009). Eine besondere Rolle bei der Generierung der corticalen Ausgangs-
signale kommt dabei den Pyramidenneuronen des Layer V zu, die diese hauptséchlich
aus Signalen von Neuronen des Layer II/III und anderen Layer V Neuronen berechnen
(Douglas und Martin 2004).

1.3.2 Aufbau und Funktion des Layer V Pyramidenneurons
1.3.2.1 Morphologie

Namensgebend fiir diese Neurone ist das prominente, pyramidenférmige Soma, an dessen
Spitze der apikale Dendritenbaum ansetzt (Zhu 2000). Je nach Subtyp des Neurons weist
dieser eine bis mehrere Bifurkationsstellen auf, bevor er sich in Layer I des Cortex in
kleinere Dendriten aufspaltet (tuft region). Auf der ganzen Lénge des apikalen Dendri-
tenbaum entspringen auflerdem einzelne, kurze Dendritenstiicke (oblique dendrites). Am
Soma des Neurons setzten zahlreiche basale Dendriten an.

Alle Kompartimente eines Layer V Neurons weisen synaptische Eingénge auf, die
hauptséchlich Signale aus anderen Gebieten des Cortex empfangen. Der Grofiteil der
inhibitorischen, GABAergen Eingénge befindet sich am Soma und Axon des Neurons,
wahrend exzitatorische, glutamaterge Synapsen an dafiir spezialisierten, dornenartigen
Strukturen (spines) entlang der Dendriten ansetzen. Layer V Dendriten weisen zwei
Eingangszonen auf: eine basale, in der iiberwiegend Signale aus der lokalen Umgebung
des Neurons empfangen werden und eine distale, an der Signale aus weiter entfernten
Hirnregionen das Neuron erreichen (Spruston 2008).
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Die Axone der Layer V Pyramidenneurone enden ausschliefllich in glutamatergen,
exzitatorischen Synapsen. Die Projektionen zielen (i) in corticale Areale der gleichen oder
anderen Hirnhemisphére und (ii) zu verschiedenen subcorticalen Regionen, wie Colliculi
superiores, Pons sowie Riickenmark und, als eine der Riickkopplungsinstanzen des Cortex,
zum Thalamus (Douglas und Martin 2004; Schubert et al. 2007; Thomson und Lamy
2007; Brecht 2007).

1.3.2.2 Signalverarbeitung

Der iiberwiegende Teil der exzitatorischen Synapsen eines Layer V Neurons weist zwei
ionotrope Rezeptorklassen auf: AMPA (a-amino-3-hydrozy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid) und NMDA (N-methyl D-aspartate) Rezeptoren. AMPA Rezeptoren reagieren
auf Glutamat mit einem Na™ und K+ Strom, der ein schnelles, kurzes, exzitatorisches
(erregendes) postsynaptisches Potential (EPSP) bewirkt. Hingegen bewirkt die Offnung
der NMDA Rezeptoren einen Ioneneinstrom mit langsamerer Kinetik. NMDA Rezeptoren
aktivieren nur bei gleichzeitiger Depolarisation, die den sonst vorherrschenden Mg?*
Block aufhebt. Neben Na®™ und K* leiten NMDA Rezeptoren auch Ca?*, und spielen
dadurch eine wichtige Rolle bei postsynaptisch getragener LTP und LTD (Feldman 2009).
Die erste Verrechnungsinstanz an Dendriten bilden diese NMDA Rezeptoren: da eine
Aktivierung dieser Rezeptoren nur bei gleichzeitiger Depolarisation erfolgt, ist dazu
die synchrone Aktivierung mehrerer AMPA Rezeptoren erforderlich. Der Ionenstrom
der NMDA Rezeptoren verstirkt die Depolarisation und erméglicht damit die Offnung
weiterer NMDA Rezeptoren. Diese positive Riickkopplung kann zu einem sogenannten
NMDA Spike anwachsen (London und H&usser 2005). Eine ausreichende Depolarisation
durch mehrere solcher NMDA Spikes bewirkt dann an den Arealen besonders hoher
Kalziumkanaldichte (hotspots) im Bereich der Hauptgabelungspunkten des apikalen
Dendriten einen Kalzium Spike, der zum Soma weitergeleitet wird. Dort fithrt er in
weiterer Folge zu einer Aktivierung von Natriumkanélen und zur Generierung eines
Aktionspotentials. Die Integration an den basalen Dendriten erfolgt d&hnlich, nur dass,
aufgrund der Néhe zur Aktionspotentialinitiationszone, kein vermittelnder Kalzium Spike
notwendig ist (Larkum et al. 2009).

Ein am initialen Axonsegment initiiertes Aktionspotential wandert einerseits entlang
des Axons zu den Priasynapsen, andererseits findet in vielen Neuronen auch eine retrograde
Weiterleitung in den Dendritenbaum statt. Diese sogenannte backpropagation tritt in Layer
V Pyramidenneuron sowohl entlang des apikalen Dendritenbaumes (Stuart und Sakmann
1994) als auch in den basalen Dendriten auf (Acker und Antic 2009). Sie ermdglicht
eine Riickkopplung des axonalen Ausgangs zu den Dendriten und moduliert dadurch
das Feuerverhalten des Neurons. Zum einem geschieht dies durch eine Verminderung
der Schwelle fiir dendritische Spikes, zum anderen durch einen direkten Einfluss auf die
synaptische Effizienz (Waters et al. 2005).
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1.3.2.3 Subklassen

Klassischerweise werden Layer V Pyramidenneurone in zwei Klassen eingeteilt: Typ 1
Zellen mit einem massiven apikalen Dendritenansatz und axonalen Verbindungen zu
subcorticalen Regionen und Typ 2 Zellen mit einem schlankeren apikalen Dendriten und
Verbindungen hauptséachlich zu der kontralateralen Hemisphére oder dem ipsilateralen
Striatum (Molnér und Cheung 2006). Neben den Projektionszielen sollen diese zwei Typen
auch durch deren Feuerverhalten unterschieden werden kénnen: in Typ 1 Zellen trafen
Aktionspotentiale in bursts (Gruppen schnell aufeinander folgender Aktionspotentiale)
auf, wihrend Typ 2 Zellen ein regelméfliges bzw. adaptierendes Feuerverhalten zeigten.
Wabhrscheinlich tritt diese elektrophysiologische Unterscheidung nicht in allen Regionen
des Cortex klar zu Tage und ist auch durch die Praparationsmethode bedingt (pers. obs.;
Hattox und Nelson 2007; Kole 2011). Stattdessen wird derzeit angenommen, dass un-
terschiedliche, z. T. auch morphologisch differenzierbare Subpopulationen von Layer
V Pyramidenneuronen existieren: abhéngig vom Projektionsziel (Thalamus, Striatum,
kontralateraler Cortex, Tektum,...) des Neurons weisen diese ein unterschiedliches Feuer-
verhalten und eine spezifische Aktionspotentialcharakteristik auf (Otsuka und Kawaguchi
2008; Hattox und Nelson 2007).

1.3.3 lonenkanile des Layer V Pyramidenneurons

Die Erregbarkeit von Nervenzellen beruht auf dem Ionengradienten zwischen Intra- und
Extrazellularraum. Dieser ist gleichbedeutend mit einer unterschiedlichen Verteilung von
elektrischer Ladung, die durch die isolierenden Eigenschaften der Zellmembran getrennt
werden. Neben dem aktiven Ionentransport durch Ionenpumpen stellen Kanéle die einzige
Moéglichkeit fiir Ionen dar, die Membran zu passieren. Ein solcher Ionenfluss resultiert in
einer Membranspannungsénderung: einem elektrischen Signal. An der Generierung dieser
Signale sind Natrium-, Kalium-, Kalzium- und Chloridionen beteiligt (Johnston und Wu
1994).

Alle Kompartimente eines Neurons weisen Ionenkanile auf (Stuart und Sakmann
1994). Diese stellen die Grundbausteine der neuronalen Informationsverarbeitung und —
weiterleitung dar. Hier erfolgt eine Darstellung der fiir diese Arbeit wichtigen Ionenkanile,
mit besonderer Beriicksichtigung des HCN - und M - Typ Kanals sowie der fiir die
Modellierung notwendigen Kanéle.

1.3.3.1 Natriumkanale

Transiente Natriumkanile

Transient (d.h. kurzzeitig) 6ffnende Natriumkanéle sind hauptverantwortlich fiir die
schnelle Depolarisation zu Beginn eines Aktionspotentials, hervorgerufen durch den Ein-
strom von Na™ Ionen. Das initiale Segment des Axons weist die héchste Dichte dieser
Kanéle auf und ermoglicht somit die Auslésung der somatisch-axonalen Aktionspoten-
tiale. Erleichtert wird dies zusédtzlich durch eine hyperpolarisierte Aktivierungs- und
Inaktivierungskurve der dort lokalisierten Natriumkanile. Wahrscheinlich ist dies auf eine
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spezifische Expression des Natriumkanal Subtyps NaV1.6 am initialen Axonsegment zu-
riickzufiithren. Hingegen bestehen somatodendritisch lokalisierte Natriumkanéle vermutlich
hauptséchlich aus den Subtypen NaV1.1 bis NaV1.3. Die (In)Aktivierungscharakteristik
der entsprechenden Subtypen spricht fur diese Hypothese (Kole et al. 2008).

Die Dichte der Natriumkanédle am Dendriten weist keine Distanzabhéingigkeit auf
(Migliore und Shepherd 2002). Thre Funktion besteht hier in der Unterstiitzung der
backpropagation (Spruston 2008) und der lokalen NMDA Spikes in der dendritschen tuft
Region vor den Kalziumkanal hotspots (Larkum et al. 2009).

Persistierende Natriumkanéile

Neben dem transienten tritt in Layer V Neuronen auch ein persistierender Na™ Strom,
Iap, auf. Dieser wird von einer Subpopulation der auch fiir den transienten Strom
verantwortlichen Kanéle generiert, die eine stark verldngerte oder komplett fehlende
Inaktivierung aufweisen. Vermutet wird, dass der Natriumkanal Subtyps NaV1.6 dem
Iap zugrunde liegt. In Ubereinstimmung damit, tritt der I,,, hauptsichlich im Bereich
des Axons und Axonhiigels auf (Astman et al. 2006). Die funktionelle Wirkung der persis-
tierenden Natriumkanéle besteht in der Modulation des neuronalen Feuer- (Franceschetti
etal. 2000) und Resonanzverhaltens (Hutcheon und Yarom 2000).

1.3.3.2 Kaliumkanale

Diese diverse Gruppe von Kanélen begrenzt die neuronale Erregbarkeit: ein getffneter Ka-
liumkanal ermdglicht das Ausstrémen von K+ Tonen (bis zum Umkehrpotential von etwa
—90mV) und verursacht dadurch eine Hyperpolarisation bzw. bremst eine stattfindende
Depolarisation.

Basierend auf der Anzahl der transmembranen Doménen (TMD) kénnen drei Gruppen
von Kalium Kanélen unterschieden werden (Coetzee et al. 1999):

1. Kaliumkanéle mit zwei TMD. Die beiden TMD dieser Kanéle bilden eine po-
renformende Region (P - Doméne). Die funktionelle Einheit besteht aus einem
Tetramer. Nominell erlauben diese Kanéle ausschliellich einen Kaliumstrom in
die Zelle: Kir - inward rectifier K+ Kanile. Die Einwértsgleichrichtung entsteht
durch einen Block des Auswértstromes durch divalente Kationen oder Polyamine.
(Hibino et al. 2010). Funktionell und aufgrund ihrer molekularen Zusammensetzung
koénnen vier Klassen von Kir Kanélen unterschieden werden: klassische Kir Kané-
le (Kir2.0), G-Protein gesteuerte Kir Kanile (Kir3.0), ATP sensitive Kir Kanile
(Kir6.0) und K Transport-Kanéle (Kirl.0, 4.0 und 7.0), mit jeweils mehreren
Vertretern auch im ZNS. Die Funktion der Kanéle besteht dort in der Stabilisierung
des Ruhemembranpotentials (Hibino et al. 2010).

2. Kaliumkanéle mit vier TMD. Die strukturelle Basis fiir die zweite grofle Gruppe von
Kaliumkanalen bilden Molekiile mit vier TMD, die zwei P - Doménen ausbilden. Die
funktionelle Einheit besteht aus einem Homo- oder Heterodimer. Zur Zeit wird diese
Gruppe von Kanélen in sechs Klassen unterteilt (Honoré 2007; Enyedi und Czirjak
2010), von denen bisher TWIK (tandem of P domains in weak inward rectifier K*
channel), TASK (TWIK related acid-sensitive K™ channel), TREK (TWIK related
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1.3 Das corticale Layer V Pyramidenneuron

K" channel) und TRAAK (TWIK related arachidonic acid stimulated K channel) im
Neocortex nachgewiesen werden konnten (Talley et al. 2001). Kaliumkanéle mit vier
TMD spielen eine herausragende Rolle bei der neuronalen Informationsverarbeitung,
da sie beim Ruhemembranpotential ge6ffnet sind. Verschiedene Vertreter dieser
Gruppe, z. B. die TASK Kanéle, stimmen in ihrer Charakteristik mit der Definition
eines Leckkanals tiberein: der Aktivierungszustand dieser Kanéle ist in weiten
Bereichen weder spannungs- noch zeitabhéngig (Lesage und Lazdunski 2000) und
determiniert somit, zusammen mit anderen Kanélen, das Ruhemembranpotential
(Meuth et al. 2006).

3. Kaliumkanale mit sechs TMD. Diese Kanéle weisen eine P - Doméne zwischen
dem fiinften und sechsten TMD auf. Der funktionsfihige Kanal besteht aus einem
Tetramer, bei dem die P - Doménen der einzelnen Molekiile zusammen die Durch-
flusséffnung bilden. Die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe werden im folgenden
vorgestellt.

A - Typ Kalium Strom

Dieser transiente Kaliumstrom zeichnet sich durch seine schnelle Kinetik aus: die Akti-
vierung erfolgt beinahe instantan (spannungsabhéngig mit einer Zeitkonstante von ca.
ein bis zwei Millisekunden), die Inaktivierung mit einer Zeitkonstante von etwa 10 ms
(Locke und Nerbonne 1997). Trotz der relativ hohen Uy von —20mV tritt dank der
breiten Aktivierungskurve von k = 17mV (Inaktivierung: —80mV mit einem k von
—7mV, Werte gerundet nach Bekkers 2000b) bereits bei —50 mV ein messbarer A - Typ
Kaliumstrom auf (Locke und Nerbonne 1997). Aufgrund der schnellen Aktivierung fliefit
dieser bei einer Depolarisation schon vor der Offnung der Natriumkanéle und moduliert
somit den Zeitpunkt der Aktionspotentialauslosung (Debanne 2004; Covarrubias et al.
2008). Daneben bestimmt das Ausmaf des A - Typ Kaliumstroms auch die Grofle und
Reichweite der backpropagation mit (Migliore et al. 1999; Gasparini 2011). Die dendriti-
sche Verteilung der diesem Strom zugrunde liegenden Kanéle stellt einen wesentlichen
Unterschied zwischen den CA1 Pyramidenneuronen des Hippocampus und den Layer
V Pyramidenneuronen des Cortex dar: wihrend in ersteren die Dichte mit der Distanz
vom Soma zunimmt, ist in letzteren die Kanaldichte distanzunabhéngig (Bekkers 2000a;
Migliore und Shepherd 2002).

D - Typ Kalium Strom

Dieser Strom &hnelt dem A - Typ Kaliumstrom hinsichtlich seiner (In)Aktivierungspa-
rameter, allerdings mit einer langsameren Kinetik. Die ebenfalls spannungsabhéngige
Aktivierungszeitkonstante betrégt zwischen zwei und fiinf Millisekunden, die Zeitkonstante
der Inaktivierung etwa 600 ms (Locke und Nerbonne 1997).

D - Typ Kaliumstrome bilden den Hauptteil (>90 %) der schnell aktivierenden Kalium-
strome des Axons und Axonhiigels. Hier modulieren sie die Breite des Aktionspotentials
und in weiterer Folge den Ausstofl von Neurotransmittern an der Priasynapse, abhingig
vom Aktivitatszustand des Neurons vor dem Aktionspotential (Kole etal. 2007). Am
Dendritenbaum scheinen D - Typ Kaliumstrome nur eine untergeordnete Rolle zu spielen
(Chen und Johnston 2004; Yuan und Chen 2006).
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1.3 Das corticale Layer V Pyramidenneuron

Delayed rectifier Kalium Strom

Im Vergleich zu den beiden bisher genannten Kaliumstromen zeigt dieser eine deutlich
langsamere Kinetik bei ansonsten vergleichbaren (In)Aktivierungsparametern: die Akti-
vierungszeitkonstante betragt zwischen 10 ms und 40 ms, fiir die Inaktivierung wurden
Zeitkonstanten iiber 4 s gemessen (Locke und Nerbonne 1997). Delayed rectifier Kalium-
strome treten bevorzugt in der perisomatischen Region auf, entlang des apikalen Dendriten
nimmt die Stromdichte exponentiell ab (Schaefer et al. 2007). Neuere Befunde konnten
den diesem Strom hauptsachlich zugrunde liegende Kaliumkanalsubtyp, Kv2.1., auch am
initialen Axonsegment nachweisen (Sarmiere et al. 2008). Delayed rectifier Kaliumstréme
spielen eine wesentliche Rolle bei der Repolarisation wéihrend einer héherfrequenten
(>1Hz) Aktionspotentialsequenz (Du et al. 2000).

M - Typ Kalium Strom

Den M - Typ Kaliumstrom (I,,) kennzeichnet eine langsame (De-) Aktivierung (im Bereich
von 100 ms bis 250 ms, spannungsabhéngig) und eine fehlende bzw. stark verzogerte
Inaktivierung. Aufgrund seiner Aktivierungsparameter (U}, zwischen —60 mV und —10 mV,
k im Bereich von 10 mV bis 20 mV) tritt bereits beim RMP ein I, auf (Chen und Johnston
2004; Jensen et al. 2007; Shah et al. 2008; Brown und Passmore 2009).

Zur Zeit sind fiinf Untereinheiten des diesen Stroms zugrunde liegenden Kanals bekannt
(Kv7.1 bis Kv7.5). Dem I, in hippocampalen Neuronen liegen hauptséchlich die nicht
inaktivierenden Untereinheiten Kv7.2 und Kv7.3 zugrunde, sowie die inaktivierende
Untereinheit Kv7.5 (Shah etal. 2002; Brown und Passmore 2009). Fiir CA1 Neurone
konnte gezeigt werden, dass diese zum grofiten Teil im initialen Axonsegement lokalisiert
sind. Eine geringere Dichte findet sich in der perisomatischen Region, wiahrend in den
distalen Dendriten dieser Kanaltyp nur selten vorkommen (Shah etal. 2008; Hu et
al. 2007). Fiir corticale Pyramidenneurone fehlt bis dato eine kompartimentspezifische
Untersuchung der zugrunde liegenden Untereinheiten, allerdings konnten Kv7.2 und Kv7.3
in kultivierten corticalen Neuronen nachgewiesen werden (Zhou etal. 2011).

Die generelle Rolle des I, liegt in der Verminderung der neuronalen Erregbarkeit. Dies
geschieht auf mehreren Ebenen:

Bestimmung des RMP. Dies geschieht durch den bereits beim RMP flielenden I,.
Offensichtlich wird der Einfluss des I, bei Blockade des Stroms, die zu einer
Depolarisation des RMP um bis zu 9mV fiithrt (Shah etal. 2008).

Stabilisierung des RMP. Exzitatorische Signale fiihren zu einer Depolarisation des RMP.
Dies bringt das Neuron einerseits ndher an die Feuerschwelle, andererseits fiithrt es
zu einer weiteren Aktivierung von M - Typ Kaliumkanélen. Der dadurch bedingte
K" Einstrom schwicht den Einfluss der erregenden Signale (George et al. 2009).

Resonanz. Die Aktivierungscharakteristik des I, ermdglicht im Zusammenspiel mit
den passiven neuronalen Parametern die Ausbildung eines Resonanzverhaltens im
relativ zum RMP depolarisierten Spannungsbereich (Hu et al. 2002). Der zugrunde
liegende Mechanismus gleicht hier der durch den I, bestimmten Resonanz im
hyperpolarisierten Bereich und wird dort behandelt (siehe Kapitel 1.3.3.4 auf Seite
21).
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Erhohung der Aktionspotentialschwelle. Die axonal vorhandenen M - Typ Kaliumkanéle
beeinflussen die Aktionspotentialschwelle, eine Blockade der Kanéle reduziert die
Feuerschwelle um ca. 8 mV. Zusammen mit der depolarisierenden Wirkung einer I,
Reduktion fiihrt ein vollstédndiger Block des I, zu spontan feuernden CA1 Neuronen
(Shah et al. 2008).

Generierung der Hyperpolarisation nach einem Aktionspotential (after hyperpolarization,
AHP). Der M - Strom spielt eine wichtige Rolle bei der Re- und Hyperpolarisation
nach einem Aktionspotential. Die AHP verlduft in drei Phasen: einer schnellen,
durch schnelle (kalziumabhéngige BK) Kaliumkanéle vermittelten, (fast) fAHP;
einer mittleren (medium) mAHP und einer langsamen (slow) sSAHP. In CA1 Pyrami-
denneuronen bestimmt der I, das mAHP: Ein Aktionspotential fithrt zur Offnung
der M - Typ Kaliumkanéle, die aufgrund der relativen langsamen Kanalkinetik
auch nach der Spitze der Depolarisation noch weiterbesteht. Der dadurch verur-
sachte Kt Ausstrom fiihrt zu einer Hyperpolarisation des Neurons (Gu et al. 2005).
In Ubereinstimmung damit fiihrt eine Reduktion des I, zu einer Erhéhung der
Feuerrate bei gleicher Strominjektion (Brown und Passmore 2009). Die molekulare
Grundlage des mAHP in anderen Neuronentypen konnte bis jetzt nicht restlos
geklart werden, klassischerweise werden auch SK Kanéle im Zusammenhang mit
dem mAHP genannt (Faber und Sah 2007; Gu et al. 2008).

Kontrolle der Depolarisation nach einem Aktionspotential. Die Depolarisation durch ein
Aktionspotential aktiviert persistierende Natriumkanéle. Nach der ersten schnellen
fAHP bedingen diese eine, in der Regel kurze, Depolarisation (after depolarisation,
ADP), deren Ausmaf durch I, begrenzt wird. Bei einer Blockade des I, kann das
ADP hingegen die Aktionspotentialschwelle erreichen und ein neues Aktionspotential
auslosen. Anstelle eines einzelnen wird so eine Gruppe schnell aufeinander folgender
Aktionspotentiale (bursts) ausgelost (Yue und Yaari 2004).

Kalzium abhingige Kaliumstrome
Aufgrund ihrer Einzelkanalleitfdhigkeit und Spannungsabhéngigkeit kénnen zwei Gruppen
Kalzium abhangiger Kaliumstréme unterschieden werden:

BK - Kanile (big potassium). Diese Kanéle weisen eine grofie Einzelkanalleitfahigkeit von
bis zu iiber 140 pS auf, etwa 10 mal mehr als die der {ibrigen spannungsabhéngigen
Kaliumkanile (Benhassine und Berger 2005). Die Offnungswahrscheinlichkeit der
BK Kandle steigt sigmoidal (halbe Aktivierungskonzentration bei etwa 2 nM) mit
Erhohung des Kalziumgehalts und erreicht bei etwa 10 pM ihre Sattigung. Der
Kalziumgehalt moduliert neben der maximal mdglichen Offnungswahrscheinlichkeit
auch die Parameter der Spannungsabhéngigkeit; mit dem Kalziumanstieg verschiebt
sich Uy, von etwa +150mV bis —50 mV (Womack und Khodakhah 2002; Benhassine
und Berger 2005).

Die fiir die Aktivierung der BK Kanile notwendige Kalziumleitfahigkeit kann im
Cytosol nur kleinrdumig in der Nahe von Kalziumkanélen erreicht werden (Neher
1998). Dementsprechend zeigen BK Kanéle eine hohe Affinitét zu Kalziumkanélen
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1.3 Das corticale Layer V Pyramidenneuron

(Benhassine und Berger 2005). Die schnelle Kinetik der BK Kanéle ermdoglicht eine
Aktivierung im Zuge eines einzelnen somatischen oder dendritschen Aktionspoten-
tials (Womack und Khodakhah 2002).

BK Kanile zeigen eine gleichméfliige Dichteverteilung im Soma und Dendriten
(Benhassine und Berger 2005) mit allerdings unterschiedlichen Rollen je nach Kom-
partiment: somatische BK Kanéle tragen zur Repolarisation nach einem Natrium
- Aktionspotential und somit zur fAHP bei, ein Block der BK Kanéle fiihrt hier
zu einem signifikant breiteren Aktionspotential bei unverdnderter Spitzendepola-
risation. Dendritische BK Kanéle hingegen reduzieren die Spannungsauslenkung
dendritischer Kalzium - Aktionspotentiale (Benhassine und Berger 2009).

SK - Kanaéle (small potassium, aufgrund der im Vergleich zu BK Kanélen geringen
Einzelkanalleitfahigkeit von etwa 10 pS). Im Unterschied zu allen bisher behandelten
Kanaltypen zeigen SK - Kanéle keine Spannungsabhéngigkeit; ihre Aktivierung
wird rein durch den intrazellularen Kalziumgehalt bestimmt (mit einer halben
Aktivierungskalziumkonzentration von rund 300 nM). In Layer V Pyramidenneu-
ronen kénnen SK Kanile am Soma und entlang des gesamten Dendritenbaumes
nachgewiesen werden (Pedarzani und Stocker 2008). SK Kanéle sind zumindest
teilweise fir das mAHP in den Pyramidenneuronen des Cortex verantwortlich;
ein Block der SK Kanéle fithrt hier zu einer erhohten Feuerrate (Faber und Sah
2007; Pedarzani und Stocker 2008). Eine weitere Rolle spielen SK Kanile bei der
Begrenzung der dendritschen Erregung: sie verringern das Ausmafl der Depola-
risation, hervorgerufen durch den Ca?" Einstrom aktivierter NMDA Rezeptoren
oder dendritischer Kalziumkanéle (Bond et al. 2005; Faber und Sah 2007; Gu et al.
2008).

1.3.3.3 Kalziumkanale

Spannungsabhéngige Kalziumkanéle spielen eine bedeutende Rolle bei der Informati-
onsweiterleitung, sowohl im einzelnen Neuron als auch zwischen Neuronen im Netzwerk:
Kalziumkanéle im Dendriten koppeln die Eingangszone in der apikalen tuft Region mit
dem Soma in Pyramidenneuronen (sieche 1.3.2.2 auf Seite 10), Ca*" moduliert Kalium-
kanile, die das Feuerverhalten beeinflussen und der Einstrom von Ca2*", ausgelést durch
ein Aktionspotential, fihrt zur Ausschiittung von Neurotransmitter in der Prasynapse
(Abel et al. 2004; Siidhof und Malenka 2008; Larkum et al. 2009). Entsprechend ihrer
Spannungsabhéngigkeit kénnen Kalziumkanéle in zwei Gruppen eingeteilt werden:

HVA Kalziumkanile

Diese Kanile aktivieren in der Regel bei Membranspannungen groBer —20mV (high
voltage activated, HVA), d. h. im Zuge von Aktionspotentialen und Kalzium oder NMDA
Spikes. Alle HVA Kanéle inaktivieren, zum einem im Zuge der Membrandepolarisation,
zum anderen durch den Anstieg des intrazelluldren Kalziumgehalts (Lacinova 2005). Es
existieren mehrere Typen von HVA Kanélen:
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o L - Typ Kalzium Kanal, benannt nach seiner grofien (large) Einzelkanalleitfihigkeit
sowie seiner langsamen (long lasting) Kinetik, bilden den Hauptteil der somatisch
vorhanden Kalziumkanéle (Almog und Korngreen 2009).

o N - Typ Kalzium Kanal, benannt nach seiner Erstbeschreibung in Neuronen (neu-
ronal non - L-Typ). Dieser Kanaltyp ist zusammen mit dem

o P/Q - Typ Kalzium Kanal (P aufgrund der Erstbeschreibung in Purkinje Zellen, Q
fiir eine Splicevariante des P-Typs), hauptverantwortlich fiir den Kalziumeinstrom in
der Préasynapse in Folge eines Aktionspotentials (Dolphin 2006). Beide Kanaltypen
konnten auch im Soma von Layer V Pyramidenneuronen nachgewiesen werden
(Almog und Korngreen 2009).

e« R - Typ Kalzium Kanal, erhielt seinen Namen aufgrund der Resistenz gegeniiber
dem Conotoxin w-conotoxin GVIA und dem Agatoxin w-Aga IVA die den N -
bzw. P/Q Kanaltyp blockieren (Lacinovd 2005). Dieser Kanaltyp zeigt sowohl eine
flachere Aktivierungskurve als die anderen HVA Kanéle (rund 7mV im Gegensatz
zu rund 4 mV bis 5mV) als auch eine leicht hyperpolarisierte Uy (=8 mV vs. —2mV
bis —4mV). Beides zusammen ermoglicht, dass bereits bei etwa —30mV ein Ca*"
Einstrom durch diesen Kanaltyp moglich ist (Li et al. 2007). Pyramidenneurone
weisen diesen Kanaltyp sowohl im Soma (Almog und Korngreen 2009) als auch im
Dendritenbaum (Johnston und Narayanan 2008) auf.

LVA Kalziumkanile

Im Gegensatz zu den HVA Kanilen erfolgt ein Ca?* Einstrom durch die LVA (low wvoltage
activated) bereits nahe dem Ruhemembranpotential (Cain und Snutch 2010). T-Typ
Kalziumkanéle (tiny und transient aufgrund ihrer kleinen Einzelkanalleitfdhigkeit und
schnellen Kinetik) sind die einzigen Vertreter dieser Gruppe (Lacinova 2005). Neuere Ar-
beiten sprechen gegen ein somatisches Vorkommen dieses Kanaltyps in Layer V Neuronen
(Almog und Korngreen 2009), allerdings wird eine Expression am (apikalen) Dendriten
postuliert (Johnston und Narayanan 2008). Dafir spricht auch das Vorhandensein der
T-Typ mRNA in Layer V Neuronen (Talley etal. 1999).

1.3.3.4 HCN Kanale

Der hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated (HCN) Kanal spielt eine
entscheidende Rolle bei der Kontrolle der neuronalen Informationsverarbeitung (Magee
und Johnston 2005). Zwei Besonderheiten unterscheiden HCN Kanéle von den bisher
behandelten Stromen: Erstens aktivieren HCN Kanéle durch Hyperpolarisation, d. h. der
durch sie geleitete Strom ([},) steigt mit dem Absinken der Membranspannung. Zweitens
zeigen HCN Kanile nur eine geringe Ionenspezifitit: HCN Kanéle leiten sowohl Na™ als
auch KT Ionen, wobei das berechnete Verhéltnis der Leitfihigkeiten abhéngig von der
Konzentration der Ionen etwa zwischen 1:5 und 1:2,5 liegt (Pape 1996). Dariiber hinaus
weisen HCN Kaniile noch eine geringe (0,5 % fiir HCN2 Kaniile) Leitfihigkeit fiir Ca?*
Ionen auf (Wahl-Schott und Biel 2009). Dies bedingt ein Umkehrpotential, das keinem
Gleichgewichtspotential eines einzelnen Ions entspricht. Werte fiir das Umkehrpotential
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von HCN Stromen liegen zwischen etwa —16 mV und —45mV (Kole et al. 2006; Battefeld
etal. 2010). Trotz dieser Besonderheiten zeigen HCN Kanéle einen molekularen Aufbau
dhnlich vielen Kaliumkanalen: sechs TMD, wobei die porenbildende Region durch die
fiinfte und sechste TMD gebildet wird. Den funktionellen Kanal bildet ein Tetramer
(Wahl-Schott und Biel 2009). Phylogenetisch bilden HCN Kanéle eine Gruppe innerhalb
der Kaliumkanile (Yu und Catterall 2004).

Zur Zeit sind vier HCN Untereinheiten (HCN1 bis HCN4) in Sdugern bekannt, die
sich funktionell durch ihre Kinetik und die cAMP (Zyklisches Adenosinmonophosphat)
Sensitivitat ihrer Uy unterscheiden: HCN1 ist der ,,schnellste* HCN Subtyp, die cAMP
Sensitivitat ist bei HCN2 und HCN4 am ausgeprégtesten (Wahl-Schott und Biel 2009).
Dem Iy in adulten Layer V Pyramidenneuronen liegen die beiden, in diesen Zellen
kolokalisierten, Untereinheiten HCN1 und 2 zugrunde (Santoro etal. 2000; Notomi
und Shigemoto 2004). Die Dichte der HCN Kanéle steigt in diesen Neuronen entlang
des Dendritenbaumes exponentiell mit der Entfernung vom Soma (Lérincz et al. 2002;
Kole et al. 2006). Neben dem Dendriten wurden HCN1 Kanile auch in der Prasynapse
nachgewiesen (Huang et al. 2011).

Der relative Anteil der beiden Untereinheiten HCN1 und HCN2 in Layer V Pyramiden-
neuronen konnte aufgrund des Fehlens subtypspezifischer Blocker bis jetzt nicht bestimmt
werden. Einen Hinweis liefern allerdings I;, Messungen in Tieren mit jeweils einer fehlen-
den Untereinheit: Bei einem knock out von HCN1 (HCN1 -/- Méuse) kann in corticalen
Pyramidenneuronen noch ein Drittel des Stroms (im Vergleich zu Messungen in HCN1
+/4 Mausen) nachgewiesen werden, ohne dass es dabei zu einem signifikanten Anstieg der
relativen HCN2 Expression kommt (Chen et al. 2009b). Bei CA1 Pyramidenneuronen, die
ein dhnliches HCN Expressionsmuster wie corticale Layer V Pyramidenneurone aufweisen,
verbleiben nach einem knock out der HCN2 Untereinheit noch zwei Drittel des I, (Ludwig
et al. 2003).

Im Expressionssystem konnte eine funktionelle Heteromerbildung zwischen HCN1 und
HCN2 erreicht werden. Die Aktivierungskinetik und cAMP Sensitivitdt dieser Heteromere
liegt zwischen jener der HCN1 und HCN2 Homomere, kann jedoch nicht durch eine
einfache arithmetische Mittelwertbildung der Homomerparameter berechnet werden. Die
Uy der Aktivierungskurve gleicht jener der HCN1 Homomere (Chen et al. 2001; Ulens
und Tytgat 2001). Ob diese Heteromere auch in nativen Neuronen auftreten, konnte bis
dato nicht geklart werden.

Modulatoren der HCN Kanile
Eine Vielzahl von Substanzen beeinflussen die Parameter des I,. Zu den wichtigsten
zéhlen:

o cAMP: Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) ist der kanonische Modulator
von HCN Kanélen. Es bindet an der CNBD (cyclic nucleotide-binding domain)
am C-Terminalen Ende des HCN Kanals. Alle HCN Subtypen weisen die CNBD
auf, trotzdem kommt es zu einer subtypspezifischen Kanalmodulation: Die halbe
Aktivierungsspannung von HCN2 bzw. HCN4 wird um etwa +10mV bis +25 mV
verschoben und es kommt zu einer Beschleunigung der Kanalkinetiken. Auf HCN1
und HCN3 hat cAMP nur einen geringen Einfluss (Wahl-Schott und Biel 2009).
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e PIP2: Das Membranphospholipid Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate moduliert
mehrere Tonenkanéle. Fiir HCN2 Kanéle konnte gezeigt werden, dass PIP2 die
halbe Aktivierungsspannung um etwa 15mV depolarisiert (Pian et al. 2006).

e pH: I}, wird sowohl durch den extrazellularen als auch den intrazellularen pH Wert
moduliert. Der Wechsel des intrazellulédren Milieus von sauer (pH = 6) zu alkalisch
(pH = 9) fiihrt zu einer Verschiebung der halben Aktivierungsspannung von bis zu
20mV in den depolarisierten Bereich (Wahl-Schott und Biel 2009).

o Chlor: Bei schnell (<20s) aufeinander folgenden I, Aktivierungen reicht die Zeit-
dauer zwischen den Pulsen nicht fiir eine vollstdndige Deaktivierung der langsamen
HCN Kanéle (HCN3 und HCN4). Dies manifestiert sich in einer vergroferten
instantanen Stromkomponente bei der zweiten Aktivierung. Eine Erhéhung des
intrazellularen Cl fithrt zu einer Verringerung dieser Stromkomponente (Mistrik et
al. 2006). Die Leitfahigkeit von HCN2 und HCN4 wird dariiber hinaus durch den
extrazelluldren Chloridgehalt reguliert (Wahl-Schott und Biel 2009).

e p38: Eine Inhibierung der mitogen-aktivierte Protein Kinase p38 fithrt zu Redu-
zierung des I, durch eine Verschiebung der halben Aktivierungsspannung hin zu
negativeren Werten. Ubereinstimmend depolarisiert eine p38 Aktivierung die halbe
Aktivierungsspannung (Poolos et al. 2006).

o Weitere interagierende Proteine. Fiir mehrere Proteine konnte eine Interaktion mit
den intrazellularen Enden der HCN Molekiile gezeigt werden (Wahl-Schott und
Biel 2009):

— MiRP1: Das MinK-related protein MiRP1 interagiert mit HCN2. Dies modu-
liert zum einen die Kanaldichte, zum anderen die Kinetik der Aktivierung.

— TRIP8b: Das TPR-containing Rab8b interagierende Protein TRIP8b spielt
eine Rolle bei dem zielgerichteten Transport von Vesikeln in Neuronen. HCN
Molekiile weisen eine Interaktionsstelle fiir TRIP8b auf und wahrscheinlich ist
TRIP8b bei dem Aufbau des somatodendritschen HCN1 Gradienten involviert.

— Filamin A: Filamin A erkennt nur den HCN1 Kanalsubtyp und verbindet
diesen mit dem Cytoskelett. Wahrscheinlich fithrt dies zu einer Verlangsamung
der Kanalkinetik.

— Tamalin: Ebenfalls ein Protein, das am Aufbau des Cytoskeletts beteiligt ist.
Tamalin bindet spezifisch nur an HCN2.

o PKC: Fiir die Protein Kinase C (PKC) kann eine Beeinflussung der HCN Kanéle
postuliert werden: In CA1 Pyramidenneuronen ist fiir die, mit einer long term
depression (LTD) verbundene, Reduzierung des Iy, eine Aktivierung von PKC
notwendig (Brager und Johnston 2007). Die Verminderung des I}, in Layer V Pyra-
midenneuronen im Zuge einer Orexin A Applikation setzt ebenfalls eine Aktivierung
von PKC voraus (Li etal. 2010).
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1.3 Das corticale Layer V Pyramidenneuron

Funktion des I}, in Layer V Pyramidenneuronen

HCN Kanéle sind zum Teil schon beim Ruhemembranpotential (RMP) aktiviert und
ihr Offnungszustand beeinflusst den Eingangswiderstand. Aus diesen beiden Tatsachen
ergibt sich die Bedeutung diese Kanaltyps fiir die neuronale Informationsverarbeitung;:

I, beeinflusst den Eingangswiderstand und das RMP

Der Anteil der bereits beim RMP gedffneten HCN Kanile fithrt zu einem nicht inaktivie-
renden Einwartsstrom positiver lonen. Dieser ist mitbeteiligt bei der Festlegung des RMPs.
Ersichtlich wird dies bei einem Block des Iy; dieser resultiert in einem um ca. 11 mV
negativeren RMP (Kole et al. 2006). Die Aktivierungscharakteristik des I}, stabilisiert das
RMP auch gegen Schwankungen: eine Depolarisation fithrt zu einer geringeren Aktivie-
rung der HCN Kanéle, dadurch vermindert sich der I, (d.h. der positive Ioneneinstrom)
und wirkt somit der Depolarisation entgegen. Im Falle einer Hyperpolarisation vergroflert
sich der Anteil der aktivierten HCN Kanéle, es kommt zu einem stirkeren positiven
Ioneneinstrom, der wiederum der Hyperpolarisation entgegenwirkt (Wahl-Schott und
Biel 2009).

Der Eingangswiderstand eines Neurons beim RMP ergibt sich aus der Anzahl der bei
dieser Spannung offenen Kanéle. Aufgrund ihrer Aktivierungscharakteristik befinden sich
HCN Kanéle beim RMP bereits teilweise im geéffneten Zustand und bewirken somit die
Spannungsabhéngigkeit des Eingangswiderstandes (Surges et al. 2004). Die hohe Dichte
der HCN Kanile im Dendriten und der damit verbundene geringe Eingangswiderstand
entkoppeln den distalen Dendritenbaum vom Soma; einzelne synaptische Signale am
distalen Dendriten haben kaum eine Auswirkung auf das Membranpotential am Soma
(Berger et al. 2003; Atkinson und Williams 2009). Der Eingangswiderstand determiniert
auch die Membranzeitkonstante? und hat somit einen grofien Einfluss auf die dendritische
Integration (Berger und Lischer 2003): die Grofle des [}, bestimmt die Zeitdauer fiir das
Abklingen der Spannungsauslenkung hervorgerufen durch ein synaptisches Signal (Stuart
und Spruston 1998). Eine effektive Spannungsauslenkung erfolgt somit nur bei einer
synchronen Aktivierung mehrerer Synapsen (Migliore et al. 2004). Fiir die erste neuronale
Verrechnungszone innerhalb der dendritischen tuft region konnte gezeigt werden, dass der
Iy, die Integration der NMDA Spikes vermindert und somit die Erregbarkeit des distalen
Dendritenbaumes begrenzt (Larkum et al. 2009).

Die Notwendigkeit der prizisen Initiierung von Aktionspotentialen (VanRullen et al.
2005) fithrte im Lauf der Evolution wahrscheinlich zu der bemerkenswert geringen Ein-
zelkanalleitfahigkeit (ca. 680 fS). Eine hohere Einzelkanalleitfahigkeit fithrte zu einem
hoheren Kanalrauschen, welches wiederum die zeitliche Genauigkeit der Aktionspotenti-
alauslosung verminderte (Kole et al. 2006).

FEin auf den ersten Blick paradoxer Effekt ergibt sich aus der depolarisierenden und
zugleich inhibitorischen Wirkung des I},. Diese beruht auf der Inaktivierung von Kalzi-
umkanélen durch die Depolarisation. Dieser Effekt begrenzt die Anzahl der aktivierbaren

4Die Membranzeitkonstante 7y ist ein Ma8 fiir die Beeinflussung der Signalkinetik durch die intrinsischen
FEigenschaften der Zellmembran. Sie ergibt sich aus dem Eingangswiderstand multipliziert mit der
Zellkapazitat. Nach einer Spannungsauslenkung benétigt die Membranspannung etwa 57y um wieder
zu ihrem Ausgangswert zuriickzukehren.
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1.3 Das corticale Layer V Pyramidenneuron

Kalziumkanéle sowohl im Dendriten (Tsay et al. 2007) als auch in der Prasynapse (Huang
etal. 2011). Am Soma wird die inhibitorische Wirkung des I}, durch die Aktivierung des
Iy, aufgrund der I, Depolarisation vermittelt (George et al. 2009).

I}, und Resonanz

Die Reaktion eines Neurons auf Eingangssignale ist abhangig von deren Frequenz. Die
Frequenz, bei der die maximale Antwort erfolgt, wird als Resonanzfrequenz bezeichnet
(Hutcheon und Yarom 2000). Sie entsteht durch das Zusammenspiel zweier Faktoren:

,Passive“ Membraneigenschaften: Die elektrischen Eigenschaften der passiven Zellmem-
bran® kénnen niherungsweise durch einen ohmschen Widerstand parallel zu einem
Kondensator repréisentiert werden. Der frequenzabhéngige Widerstand einer sol-
chen Schaltung, d. h. die Impedanz, nimmt mit der Frequenz ab. Fiir f = 0 wird
nach dem initialen Ladevorgang kein Strom mehr durch einen idealen Kondensator
geleitet, seine Impedanz ist gleich unendlich, die Impedanz der gesamten Schaltung
wird rein durch den ohmschen Widerstand bestimmt. Fiir hohe, gegen unendlich
gehende Frequenzen geht die Impedanz des idealen Kondensators gegen Null, der
ohmsche Widerstand spielt fiir die Impedanz der Gesamtschaltung keine Rolle mehr.
Ein solches elektrisches Verhalten bezeichnet man als Tiefpass.

Aktive Ionenkanéle: Einige aktive Ionenkanéle wirken der Auslenkung der Membranspan-
nung entgegen (weiter oben fiir HCN Kanéle erlautert, der M - Typ Kaliumstrom
zeigt ein dhnliches Verhalten im leicht depolarisierteren Spannungsbereich). Diese
,2Dampfung* erfolgt allerdings mit Verzogerung, bestimmt durch die Kinetik des
Wechsels zwischen zwei Aktivierungszustdnden. Mit Ansteigen der Frequenz gelingt
es den Kanélen immer weniger, auf die Schwankungen der Membranspannung mit
einer Anderung ihres Aktivierungszustandes zu reagieren. In diesem Sinne #hnelt
ein solcher aktiver Ionenkanal einer elektrischen Induktivitdt, weshalb diese Kanéle
auch als phédnomenologische Induktivitéten bezeichnet werden (Narayanan und
Johnston 2008).

Beide Eigenschaften zusammen fiithren zu einer von Null unterschiedlichen Resonanz-
frequenz: Fir niedrige Frequenzen bestimmt der aktive Ionenkanal die Impedanz, mit
Anstieg der Frequenz ist es diesem aber nicht mehr moglich, dem Wechsel der Mem-
branspannung zu folgen. Gleichzeitig sinkt die Impedanz der Zellmembran durch den
immer starkeren Einfluss der Membrankapazitit. Bei einer bestimmten Frequenz kommt
es zu einer Uberschneidung der sinkenden Impedanzkurve des Tiefpasses und der an-
steigenden Impedanzkurve des durch die aktiven Ionenkanéle gepragten Hochpasses. An
diesem Punkt, der Resonanzfrequenz des Neurons, reagiert das Neuron mit der grofiten
Spannungsauslenkung auf Eingangssignale (Hutcheon und Yarom 2000).

Bei konstanten passiven Zelleigenschaften bestimmen die Parameter des aktiven Kanals
(aktuelle Leitfédhigkeit und Kinetik) die Resonanzfrequenz. Aus der Spannungsabhéngigkeit

SMit allen Kanilen, die wahrend der betrachteten Spannungsauslenkung keine (oder im Vergleich zu den
dezitierten ,aktiven “ Ionenkanilen nur minimale) Anderungen ihres Aktvierungszustandes zeigen.
Die durch diese Kanile flieenden Stréome werden im allgemeinen unter lieax zusammengefaflt.
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1.4 Hypothesen

dieser Parameter folgt die Spannungsabhéngigkeit der Resonanzfrequenz. Diese zeigt
einen ,,U“ férmigen Verlauf, mit der geringsten Resonanzfrequenz etwa beim RMP.
Bedingt wird dies einerseits durch die immer stérkere und schnellere Aktivierung des
I, bei Hyperpolarisation, andererseits durch weitere Aktivierung des I, und I, bei
Depolarisation (Hu etal. 2002).

Obschon die hier beschriebene Resonanz im Spannungsbereich vor der Aktionspotenti-
alauslosung auftritt, hat sie Einfluss auf die neuronale Integration. Simulationsstudien
zeigten, dass bei einem ausreichend hohen Hintergrundrauschen durch synaptische Akti-
vitdt (wie es in vivo auftritt) Neurone préferentiell entsprechend dieser (subthreshold)
Resonanzfrequenz feuern (Richardson et al. 2003). Des Weiteren bewirkt die hohe Dichte
der HCN Kanéle am Dendriten eine Bandpassfilterung distaler Signale (Ulrich 2002).

Phanomenologische Auswirkungen einer I, Reduktion

Die Bedeutung des I, auf die neuronale Informationsverarbeitung lasst eine Auswirkung
dieses Stroms auf das Verhalten vermuten. Tatsdchlich zeigen Tiere bei einem kompletten
Fehlen (knock out) des HCN1 Kanals Lerndefizite in Verhaltenstests (Nolan et al. 2003).
Verkompliziert wird dieser Befund durch den Umstand, dass bei einem knock out des
HCNT1 nur in der Vorderhirnregion es zu einer verbesserten Lernleistung kommt (Nolan
etal. 2004).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass bei HCN2 -/- Tieren Absenceereignisse auf-
treten. Vermutet wird hier, dass es durch das hyperpolarisierte RMP zu einer Aufhebung
der Inaktivierung von T-Typ Kalziumkanélen in thalamocorticalen Neuronen kommt.
Dies fiihrt dann zu einer reduzierten Aktionspotentialschwelle und der Generierung
von bursts (Ludwig etal. 2003). Eine Korrelation zwischen Absence-Epilepsie und
einer verminderten HCN1 Expression konnte auch fiir Layer II/III Pyramidenneurone
nachgewiesen werden (Strauss et al. 2004).

Pyramidenneurone des Layer V bilden eine der zentralen Riickkopplungsinstanzen des
Cortex und kontrollieren gleichzeitig den Informationsfluss in aktivitdtsbeeinflussende
Hirnregionen (Douglas und Martin 2004). Die Signalverarbeitung innerhalb der Neurone
wird durch eine Vielzahl von Ionenkanéle gewéhrleistet (Spruston 2008). Eine Modulation
dieser Kanéle lasst daher einen Einfluss auf das Verhalten erwarten.

1.4 Hypothesen

Die zentrale Arbeitshypothese fiir diese Arbeit lautet:
Interferon wirkt als Modulator neuronaler Ionenkanile.

Diese Aussage basiert auf Berichten iiber die Anderung neuronaler Parameter nach Interfe-
ronapplikation (siehe 1.2.5 auf Seite 7). Das zentrale Ziel dieser Arbeit ist die Bestétigung
einer direkten Ionenkanalmodulation durch Interferon in Layer V Pyramidenneuronen
des somatosensorischen Cortex.
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1.4 Hypothesen

1.4.1 Interferon moduliert HCN Kanile

IFN-B Applikation fiihrt zu einer Anderung unterschiedlicher neuronaler Parameter
(Hadjilambreva et al. 2005). Die dabei beobachtete Anderung des Eingangswiderstandes
legt den Schluss nahe, dass eine Modulation der HCN Kanéle stattfindet. In dieser Arbeit
soll ein direkter Nachweis dieser Kanalmodulation erfolgen. Darauf aufbauend sollen
folgende Punkte untersucht werden:

1.4.1.1 Typ | Interferone vermindern den I},

Wie IFN-f3 bindet auch IFN-« an den selben, Typ I Interferon spezifischen, Rezeptor-
komplex. Vermutet wird daher, dass durch IFN-« eine der IFN-f3 Modulation &hnliche
Beeinflussung des I, erfolgt. Dies soll in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden. Die
Bindung des Typ II Interferon IFN-y erfolgt an einem anderen Rezeptorkomplex. Die
darauf folgende intrazellulare Signalkette weist grofle Unterschiede im Vergleich zu der
Typ I Interferonsignalkette auf. Ob trotzdem eine ;, Modulation durch Typ II Interferon
stattfindet, soll in dieser Arbeit geklart werden.

1.4.1.2 Interferon moduliert nur bestimmte HCN Untereinheiten

Zwei HCN Untereinheiten liegen dem [}, in adulten Layer V Pyramidenneuronen zugrunde:
HCN1 und HCN2. Diese unterscheiden sich u.a. aufgrund ihrer Kinetik; einen ersten
Hinweis auf eine spezifische Beeinflussung kann daher eine Untersuchung des Zeitverlaufs
der I, Aktivierung liefern. Falls diese eine spezifische Interaktion vermuten lasst, soll
in einer Simulation iberpriift werden, ob die beobachtete Verdnderung der Kinetik
tatséchlich durch eine spezifische Interaktion erklart werden kann. Bei einem positiven
Befund soll das Simulationsergebnis durch Messungen in HCN1 -/- Tieren bewiesen
werden.

1.4.1.3 Auf welchem Weg erfolgt die HCN Modulation?

Denkbar sind drei Szenarien:

o Interferone wirken direkt auf den Kanal, eine Aktivierung des Interferonsignalweges
ist fiir die Modulation nicht notwendig.

e Die Kanalmodulation beruht auf einer Aktivierung des Interferonsignalweges in
Neuronen.

e Die Modulation des Iy, erfolgt aufgrund einer Aktivierung des Interferonsignalwe-
ges in glialen Zellen, die in weiterer Folge durch eine Interaktion mit Neuronen
Tonenkanile beeinflussen.

Zur Klarung dieser Frage erfolgen Untersuchungen in priméren, neuronalen Neuronen
einer neocorticalen Zellkultur sowie in HCN Kanal exprimierenden HEK 293 Zellen.
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1.4 Hypothesen

1.4.1.4 Die Reduktion des I;, hat funktionelle Konsequenzen

Eine prominente Eigenschaft des Iy, ist seine Beteiligung an der Generierung des Re-
sonanzverhaltens von Neuronen (siehe 1.3.3.4 auf Seite 21). Ob die durch Interferon
hervorgerufene Modulation des I, ausreicht, um dieses Verhalten zu verédndern, soll durch
den kombinierten Einsatz von in vitro Messungen und in silico Berechnungen geklart
werden.

1.4.2 Interferon moduliert weitere lonenkanale

Interferon dndert das Feuerverhalten in Layer V Pyramidenneuronen (Hadjilambreva
etal. 2005). Dies lasst neben der Modulation des I;, noch die Ionenkanalmodulation
weiterer Kanéle vermuten (siehe 1.2.5 auf Seite 7). Um diese Ionenkanalmodulationen
zu identifizieren, wird eine Simulation eines Layer V Pyramidenneurons genutzt. Ein
direkter Nachweis weiterer Kanalmodulationen soll durch in vitro Untersuchungen an
einem beispielhaft ausgewédhlten Ionenkanal erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Gerate und Hardware

Folgende Gerédte wurden fiir die Experimente verwendet:

Vibratom Leica VT1200S (Leica Mi-
crosystems, Deutschland)

Axiovert S100 mit HBO 100 W (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Gottin-
gen, Deutschland)

Axioskop 2 FS plus, mit DIC-IR Op-
tik (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen, Deutschland)

Wasserimmersionsobjektive 10x (NA
0,3) & 60x (NA 0,9) (Olympus, Ham-
burg, Deutschland)

Filtersatz fir eGFP: BP436/20, FT
455, BP480/40 und dsRED: BP 546,
FT 580, LP 590 (Carl Zeiss AG, Jena,
Deutschland)

Newport IG-Breadboard (Newport
Corporation, Irvine, CA, USA)

TILL Photonics IR-VideoCamera VX-
55 (TILL Photonics GmbH, Grifeling,
Deutschland)

Bildschirm Panasonic TC1470Y (Pa-
nasonic, Osaka, Japan)

Badcontroller V (Luigs & Neumann,
Ratingen, Deutschland)

SM5-9 Steuereinheit (Luigs & Neu-
mann GmbH, Ratingen, Deutschland)

Ostzilloskop HM1507-3 und HM1508-2
(Hameg Instruments GmbH, Mainhau-
sen, Deutschland)
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EPC-10 double und USB (HEKA
GmbH, Lambrecht, Deutschland)

AD-Wandler NI-USB 6251 (Natio-
nal Instruments Deutschland GmbH,
Miinchen, Deutschland)

Sutter P-97 Pipette Puller (Sutter
Instrument Company, Novato, CA,
USA)

Pressure Meter 2022P (Digitron Ltd,
Torquay, UK)

KNF Laborpumpe LABOPORT® N86
(KNF Neuberger AG, Balterswil,
Schweiz)

Sartorius Laborwaagen BP221S und
BP110 (Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland)

Osmometer — Osmomat 030 (Gonotec
GmbH, Berlin, Deutschland)

Milli-Q, Elix 5 Wasseraufbereitungs-
system (Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland)

pH-Meter pH537 (WTW GmbH, Weil-
heim, Deutschland)

Wasserbad (GfL, Burgwedel, Deutsch-
land)

Computer — IBM kompatible PCs



2.2 Software

2.2

Software

Fiir die Datenerfassung und -analyse sowie zur Modellierung kam folgende Software zum
Einsatz:

PatchMaster, Fitmaster v.7.3-7.5 (HE-
KA GmbH, Lambrecht, Deutschland)

Origin® 7.0 und 7.5 (OriginLab Corp,
Northampton, MA, USA)

StatView 4.5.7 (Abacus Corporation,
CA, USA)

NI LabVIEW 8.5 (National Instru-
ments Inc, TX, USA, 2008)

SinGenerator (vom Autor in NI Lab-
VIEW erstelltes Programm)

e NEURON 7.1

(http://www.neuron.
yale.edu/neuron/, Carnevale und
Hines 2006)

PYTHON 2.7.2 (http://www.python.
org/), mit NumPy (Version 1.6.0 )
und SciPy (Version 0.9.0, beide von
http://www.scipy.org/)

Scilab 5.0.1 (Scilab Consortium, IN-
RIA, ENPC and Contributors, 1989-
2008)

Folgende Programme wurden zur Darstellung der Daten und Erstellung der Dissertation
verwendet:

2.3

CorelDraw® Graphics Suite 10 und X4
(Corel™ Corporation, Ottawa, Onta-
rio, Kanada)

Focuswriter 1.3.3 (©2008-2010 Grae-
me Gott)

Reagenzien

2.3.1 Interferon

o Notepad++ v5.9.2. (Unicode, GNU

General Public License; http://

notepad-plus-plus.org/)

o INTEX2e- MikTex Distribution 2.9

(http://miktex.org/)

Fiir alle Experimente wurde rekombinantes, in CHO (Chinese Hamster Ovary) Zellen
exprimiertes®, Interferon verwendet:

o 1IFN-«, U-CyTech (Utrecht, Niederlande)

IFN-3, U-CyTech
— rIFN-3, U-CyTech

— mIFN-f, Hycultec GmbH (Beutelsbach, Deutschland)

rIFN-y, U-CyTech

5Die Alternative wére in Escherichia coli exprimiertes Interferon. Hierbei kann allerdings eine Kon-
tamination durch bakterielle Endotoxine (und somit eine potentielle, von der Inferonapplikation
unabhéngige Aktivierung der Immunsignalkaskaden) nicht ausgeschlossen werden.
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2.3 Reagenzien

Laut den Vorgaben des jeweiligen Datenblattes erfolgte die Rekonstitution der ly-
ophilisierten Substanz in sterilem, doppelt destillierten Wasser. Die Losung wurde dann
entsprechend dem durchschnittlichen Verbrauch pro Experiment aliquotiert und bei
—80°C (rIFN-f) oder —20°C (alle anderen) gelagert. Eventuell nicht verbrauchtes IFN-f3
verblieb fiir maximal eine Woche bei 4°C. Falls nicht anders angegeben, betrug die
verwendete Konzentration bei allen Experimenten 1000 Internationale Einheiten (units)
Interferon pro Milliliter (Uml™!). IFN-B der Maus (mIFN-B) wurde nur fiir die knock
out Experimente verwendet und wird als solches angefiihrt; ansonsten bezieht sich die
Bezeichnung Interferon auf die jeweilige Interferonart der Ratte.

2.3.2 Blocker
Tabelle 2.1: Verwendete Blocker

Substanz Konzentration Lagerung Lieferant

TTX (Tetrodotoxin Citrat) 1pM 3mM bei —20°C Tocris
blockiert Natrium Kanéle

7D 7288 50 nM 50mM bei —20°C Tocris
blockiert I

XE-991 10 pM 100 mM bei —20°C Tocris
blockiert I,

TEA (Tetracthylammoniumchlorid) 10 mM 1M bei 4°C Sigma
blockiert K™ Kanile

4-AP (4 — Aminopyridin) 5mM 0,5M bei 22°C Sigma
blockiert den A-Typ K* Kanal

CNQX 20 uM 20 mM bei —20°C Sigma

blockiert AMPA und
Kainate Rezeptoren

DAP-5 25 1M 50 mM bei 4°C Tocris
blockiert NMDA Rezeptoren

Bicuculline 10pM 10 mM bei 4°C Tocris
blockiert GABA A Rezeptoren

Ba?*t 0,4mM 0,4 M bei 4°C Merck
blockiert Kir Kanéle

Ni2+ 1 mM 0,2M bei 4°C Sigma
blockiert T-Typ Kalziumkanéle

LaCl, 10 pM 0,1M bei 4°C Sigma

blockiert T-Typ Kalziumkanéle

Die Applikation aller Blocker erfolgte extrazellulir. Lieferanten: Tocris: Tocris, Bristol, UK; Sigma:
Sigma-Aldrich®, Steinheim, Deutschland; Merck: Merck, Darmstadt, Deutschland
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2.3 Reagenzien

2.3.3 Verwendete Losungen

Die Messungen im Hirnschnitt wurden entweder in artifizieller Cerebrospinalfliissigkeit
(ACSF) oder in einer angepassten Losung zur I}, Isolation (DCS - I, Iso., divalent cation
solution) durchgefithrt. Die Praparation der Schnitte erfolgte in einer modifizierten ACSF
Lésung mit einem erhohten Sucrose Gehalt (sSACSF). Die Modifikationen in dieser Losung
zielen auf eine Reduzierung der Erregbarkeit ab, um eine eventuell ausgeloste iberméfige
Erregung (Excitotoxizitét) wihrend des Préperiervorgangs zu verhindern.

Tabelle 2.2: Extrazelluldre Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung (mM) Verwendung

sACSF NaCl (85), NaHCO, (26), KCI (2,5), Préparieren und Schneiden
MgCl, (7), Glucose (10), Sucrose (50)

ACSF NaCl (119), NaHCO; (26), KCI (2,5), Aufbewahren der Schnit-
NaH,PO, - H,O (1), CaCl, (2,5), te, Standardlésung fiir die
MgCl, (1,3), Glucose (10) Messungen

DCS - I, Iso. NaCl (117), NaHCO, (26), KCI (10), Messung des pharmakolo-

CaCl, (2), MgCl, (2), Glucose (10) gisch isolierten I,
mit Barium (0.4), TTX (10%), Ni (1),
CNQX (10%), 4-AP (5), TEA (10),
Bicuculline (102), DAP-5 (25*1072)

Extra - Kultur NaCl (124), KCl (4), CaCl, (3), Messungen an primér kul-
MgCl, (2), HEPES (25), Glucose tivierten Neuronen
(10)

Extra - HEK NaCl (120), KC1 (10), CaCl, (1,8), Messungen an HEK 273
MgCl, (0,5), HEPES (10), Glucose Zellen
(10), TEA (10), 4-AP (5)

Die Osmolaritét aller verwendeten extrazelluldren Losungen betrug zwischen 290 und 310 mOsm.
Teilweise wurde eine sACSF mit erhohter Osmolaritidt (340 bis 360 mOsm, erzielt durch eine
Erhohung des Sucrose Anteils auf 75 mM und der Glucose auf 25 mM) verwendet, die allerdings
keine unterschiedlichen Messergebnisse zur Folge hatte. Der pH Wert der Losungen betrug pH =
7,4 und wurde bei den Losungen ,,Extra - Kultur® und ,,Extra - HEK*“ mittels NaOH, bei ,,sACSF¢,
»ACSF“ und ,DCS* mittels des Carbonatpuffersystems (Begasung der Losungen vor und wahrend
der Verwendung mit Carbogen (95 % O, und 5% CO,) eingestellt. Zum Ansetzen der Losungen
wurde ausschliefllich doppelt destilliertes Wasser (ddH,O) verwendet. Die erstellten Losungen
wurden bei 4°C gelagert und fiir maximal eine Woche genutzt. Die verwendeten Chemikalien (aufler
Blockersubstanzen, siche Tabelle 2.1) stammen von Sigma-Aldrich® (Steinheim, Deutschland)
und Carl Roth® (Karlsruhe, Deutschland).

Die intrazelluldre Losung (Pipettenlosung) setzte sich folgendermafien zusammen (mM):
KMeSO, (120), KCI (20), Na-Phosphocreatine (14), NaCl (4), EGTA (0,5), HEPES (10),
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2.4 Versuchssysteme

Mgy - ATP (4), Tris - GTP (0,3). Je nach Versuchsansatz wurde der Losung 0,1 mM
cAMP zugegeben oder nicht. Die Osmolaritit der Losung betrug zwischen 280 und
300 mOsm. Die Losung wurden nach der Erstellung sowie vor der Verwendung gefiltert
(0,2m Nylonfilter Nalgene®, Nalge Nunc International Corporation, New York, USA).
Die pH Wert Einstellung erfolgte mittels KOH auf pH = 7,2. Die erstellte Losung wurden
aliquotiert (ca. 1ml) und bei —20°C gelagert. Einmal aufgetaute Losungen wurden nicht
erneut verwendet. Die verwendeten Chemikalien stammen von Sigma-Aldrich® (Steinheim,
Deutschland) und Carl Roth® (Karlsruhe, Deutschland).

2.4 Versuchssysteme

2.4.1 Hirnschnitte

Alle Versuche im Hirnschnitt erfolgten in Layer V Pyramidenneuronen des somatosenso-
rischen Cortex mit 1000 Uml™" Interferon. Fiir die Praparation der akuten Hirnschnitte
wurden ausschliellich mannliche Tiere zwischen dem 11. und 27. postnatalen (P) Tag
verwendet. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte in Ubereinstimmung mit der
European Communities Council Directive of November 24", 1986 (86/609/EEC) und den
Vorgaben der Charité Universitdtsmedizin Berlin hinsichtlich Tierschutz und Tiertétung.
Nach der Anlieferung wurden die Tiere fiir mindestens einen Tag im Tierstall des Instituts
unter Standardbedingungen gehalten.

2.4.1.1 Versuchstiere

Wistarratten. Bis auf die knock out Experimente wurden fiir die Versuche Ratten des
Stamms Wistar aus der Zucht der Forschungseinrichtung fiir experimentelle Medizin
(FEM - Berlin) verwendet. Die Tiere besafien SPF (specific pathogen free) Status.

HCNT1 - /- Méuse und Kontrolltiere. Die HCN1 - /- Tiere (Nolan et al. 2003) stammten von
The Jackson Laboratory (Maine, USA). Eine Verpaarung dieser Tiere mit C57Bl6/J
Méusen erfolgte in der FEM-Berlin. Die Wiirfe dieser Verpaarung (F1) wurden
untereinander verpaart, in der F2 Generation standen somit neben heterozygoten
Tieren, HCN1 +/+ und HCN1 -/- Tiere (littermates) fiir die Messungen zur
Verfiigung. Die Messungen wurden sowohl in diesen littermate gepaarten Tieren als
auch in reinen HCN1 -/- und genetisch unverdnderten Tieren durchgefithrt. Die
Genotypisierung der Tiere erfolgte durch eine technische Angestellte anhand des
Protokolls von The Jackson Laboratory.

2.4.1.2 Praparation

Die tiefe Betaubung der Tiere erfolgte mit Isofluran (Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutsch-
land). Unmittelbar nach der darauf folgenden Dekapitation wurde das Gehirn freigelegt
und in eisgekiihlte, carbogengestéttigte SACSF (siehe Tabelle 2.2) transferiert. Nach
fiinf Minuten in SACSF wurden aus dem Gehirn zwei Gewebeblécke heraus getrennt, die
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jeweils den linken bzw. rechten somatosensorischen Cortex enthielten. Diese Gewebeblo-
cke wurden mittels Sekundenkleber (UHU® Sekundenkleber - Cyanacrylat; UHU GmbH
& Co.KG, Biihl/Baden, Deutschland) auf dem Probenteller des Mikrotoms (VT1200)
angebracht und mit eiskalter sSACSF umspiilt. Vor dem Schneiden wurde die vertikale
Auslenkung der Klinge kompensiert (Leica Vibrocheck ). Die Anfertigung der Gewe-
beschnitte erfolgte mit 0,12 mm Vorschub, einer Ausschwenkamplitude von 2 mm und
einer nominellen Schnittdicke von 400 pm. Jeder fertiggestellte Schnitt wurde sofort in
33°C+1°C warme sACSF transferiert und dort fiir 30 min bis 45 min gelagert. Danach er-
folgte die Aufbewahrung der Gewebsschnitte in ACSF bei Raumtemperatur. Unmittelbar
vor der Messung wurde der zu untersuchende Hirnschnitt auf ein mit Poly-D-Lysin be-
schichtetes Deckglaschen aufgebracht. Der Fliissigkeitsfilm zwischen dem Schnitt und der
beschichteten Oberfliche wurde mit einem Zellstofftuch aufgesogen und erméglichte somit
eine stabile Verbindung zwischen Deckgldschen und Hirnschnitt. Neuronales Gewebe
wurde bis maximal acht Stunden nach Tétung des Tieres fiir Experimente verwendet.

2.4.2 Primarkultur

Die primére Zellkultur cortikaler Neurone erstellte eine technische Angestellte des Instituts
aus Rattenembryonen vom Tag 19 nach der Befruchtung (E19) analog zu einem Protokoll
fiir Mausneuronen (Drews et al. 2009). Die Messungen erfolgten dann an Neuronen, die
sich mindestens neun bis maximal vierzehn Tage in Kultur befanden (days in wvitro,
DIV 9 bis 14). Fiir die Versuche wurden die Deckglédschen mit der Neuronenkultur
in das extrazellulire Messmedium (Extra - Kultur, siche Tabelle 2.2) tiberfithrt. Die
Experimentdauer beschrankte sich auf maximal eine Stunde nach Entfernung der Neurone
aus dem Brutschrank.

2.4.3 Transfektion von HEK293 mit HCN1 und HCN2

Die Ziichtung sowie Transfektion der Human Embryonic Kidney (HEK)293 Zellen wurde
von Herrn Arne Battefeld durchgefithrt. Die HEK293 Zellen wurden mit Trypsin behan-
delt und mit geringer Dichte auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckglidschen ausgesit. Die
Transfektion mit rHCN1 (Battefeld et al. 2010) oder rHCN2 (NM_ 053684, Spende von
Shigetada Nakanishi) erfolgte am Tag darauf mit einem Standard Kalzium-Phosphat
Protokoll (Battefeld et al. 2010). Messungen wurden 2 bis 3 Tage nach der Transfektion
in Zusammenarbeit mit Herrn Arne Battefeld durchgefithrt. Nach der Entnahme der
Zellen aus dem Brutschrank und der Uberfiihrung in die Extrazellulirlésung erfolgten
Experimente fir maximal 1,5 Stunden.

2.4.4 Simulationen
2.4.4.1 Resonanz Berechnung

Zum Behufe einer ersten Abschétzung der beobachteten I, Verminderung auf die Reso-
nanzfrequenz diente ein bereits veroffentlichtes Modell (Hutcheon et al. 1996a). Dieses
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Modell, das sogenannte basic I;, (BH) Modell in der Originalbeschreibung, basiert auf
einer Beschreibung der I, Aktivierung mit zwei Zeitkonstanten:

Iy = gn (pfastmfast + pslowmslow)(U - Urev) (21)
mit
Dtast + Pslow = 1 (22&)

dmfast moo(U) — Mifast
= 2.2b
dt Tfast (U) ( )

dT’rlslow . moo(U) — Mglow

dt a Tslow (U)

(2.2¢)

moolU) =~y (224)

1+e &

Jh ... maximale I Leitfdhigkeit
Utev ... Umkehrpotential des Iy, (reversal potential)
Moo (U) ... maximal erreichbarer I}, Aktivierung bei der anliegenden
Spannung U
Un ... halbe Aktivierungsspannung (Spannung bei der mo, = 0,5)
k ... Steigung der Aktivierungskurve
Trast UNd Tglow - - . schnelle (fast) und langsame (slow) Zeitkonstante
Prast UNd Pglow - - . Anteil der schnellen und langsamen Komponente des Stroms
am Gesamtstrom
Da das Modell nur fiir diskrete Spannungswerte berechnet wurde, konnte auf eine
funktionale Beschreibung der Zeitkonstanten (7.t und 7gew) in Abhéngigkeit von der
Membranspannung U verzichtet werden. Stattdessen stammen diese Werte direkt aus
den Experimenten bei diesen Spannungen.
Unter der Annahme, dass aufler I;, und einem Leckstrom [je,x keine weiteren Strome in
der Zelle vorhanden sind, ldsst sich der Gesamtstrom bei Strominjektion folgendermafien
beschreiben:

Cm% = _gleak(U - Uleak) — Iy + Iinj (23)
Cm ... Membrankapazitat
Jleak - -- dem [igq zugrundeliegende Leitfahigkeit
Uleak - - - Umkehrpotential des jeak
Lin; ... injizierter Strom
Das Zusammenfithren und Linearisierung der Formeln 2.1 und 2.3 ermdglicht die
Berechnung der frequenz- (f) und spannungsabhéngigen Impedanz Z im Frequenzbereich:
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1

Z(f,U) = - 2.4
(f ) Gleak 1 27-[2me + gh(1 + Hpagt + Hslow) ( )
mit

gh = JnMmoeo(U) (2.5a)

9(U)
Hpgt = Prast—————— 2.5b
fast = Pfast 1+ 270 f ot ( )

()

Hgow = w—————————— 2.
slo Pslo 1+ 27Uf7—slow ( 50)
ml (U)

Gg(U) = —=2 U — Usey 2.5d
(0) = T~ Vi) (2.50)

Die Werte der Parameter sind
in Tabelle 2.3 angefiihrt. Die Ma-
thematik des Modells wurde mit

Tabelle 2.3: Parameter der Resonanzsimulation

einem Scilab 5.0.1 Knoten inner- Parameter Vor IFN  Nach IFN  Anderung
halb von NI LabVIEW implemen- n 13,1nS 9,918 —24.4%
tiert. Somit konnten die Vortei- Usew —205mV  —20,5mV

le einer textbasierenden Mathe-

matiksoftware mit der einfachen w 10,6 10,6
Oberflachenerstellung von NI Lab- Un —88,3mV  —88,3mV
VIEW kombiniert werden. Die  Tfast 0,255s 0,312s  +223%
Darstellung der Impedanz erfolgte ~ Tslow 1,757 1,757s
in der Polarform. Die Berechnung  Dfast 0,7 0,61 —12,9%
wurde fiir U = —=70mV durchge-  gieak 5,74 nS 5,74 nS
fihrt. Cm 210 pF 210 pF

2.4.4.2 NEURON Modell Umgebung

Um Riickschliisse und Voraussagen hinsichtlich einer spezifische Interferon Ionenkanalin-
teraktionen treffen zu kénnen, wurden in silico Simulationen in NEURON (siehe 2.2 auf
Seite 26) durchgefiihrt. Dieses Programmpaket erlaubt die Simulation von abstrakten Neu-
ronenmodellen {iber morphologisch detailliert rekonstruierte Neuronen bis hin zu kleinen
Netzwerken. Die Geometrie der Modellneurone wird dabei durch den Durchmesser und die
Lénge von sections (z. B. ein Zweig eines Dendriten) sowie deren Verbindungen untereinan-
der beschrieben. In weiterer Folge sind die sections in segments unterteilt, denen bestimmte
neuronale Eigenschaften, wie passive und aktive Leitfdhigkeiten, synaptische Eingénge
0. a. zugewiesen werden kénnen. Diese Mechanismen kénnen entweder ad novo erstellt
oder aus der NEURON Modell Datenbank (http://senselab.med.yale.edu/modeldb/)
entnommen werden. Dariiber hinaus enthélt die Datenbank auch vollstdndige Neuronen-
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modelle, die auf der realitdtsnahen morphologischen und funktionellen Rekonstruktion
bestimmter Neuronentypen aufbauen.

Die Modelle in NEURON stellen im Wesentlichen die Anfangswerte eines Systems
aus Differentialgleichungen dar, zu deren Losung das Riickwartsdifferenzenverfahren
(implizites Euler-Verfahren) verwendet wird (Carnevale und Hines 2006). Durch dieses
Verfahren kann wiahrend der Simulation fiir jeden Zeitschritt sowie fiir jedes segment die
Membranspannung bestimmt werden. Durch die Wahl der zeitlichen (Diskretisierung des
numerischen Algorithmus) sowie raumlichen (Anzahl der segments) Auflosung werden
die Ergebnisse, auf Kosten der Rechenzeit, beliebig genau.

Das simulierte Neuron - passive Eigenschaften
Als Grundlage der Simulation diente ein morphologisch und funktionell realitdtsnah
rekonstruiertes Modell eines Layer V Pyramidenneurons (Stuart und Spruston 1998, Fig.
1A). Wie in der Originalbeschreibung wurde der spezifische Membranwiderstand Ry, den
Dendriten mit der Distanz vom Soma sigmoidal abfallend zugewiesen:
Rsoma _ Rend
Rin(d) = Rgd + —2———P— (2.6)
1+e s

Ry, (d) ... Membranwiderstand in Abhéngigkeit von der Distanz d

R3™® ... Membranwiderstand am Soma und dem ersten dendritschen Seg-
ment

Rend | Endwert des Membranwiderstandes in maximaler Entfernung vom
Soma am Ende des Dendriten

d ... Distanz vom Soma am Dendriten

dy ... Punkt an dem Ry, (d) genau zwischen R*™2 und R liegt

s ... Steilheit der R,, Abnahme

Die beiden anderen passiven Parameter R;
und C, weisen keine Distanzabhingigkeit auf.
Die durch spines vergrofierte Membranoberfla-
che wurde im Modell durch eine Halbierung von

Tabelle 2.4:
Passive Parameter des NEURON Modells

Ry, und eine Verdopplung von CY,, ausgehend Parameter Wert
von 20 pm fiir basale und 100 pm fir apikale — gsoma 34,396 kO cm?
Dendriten, simuliert. Eine Skalierung der akti- Rend 5,357 kQ cm?
ven Kanéle erfolgte in diesem Bereich durch ei- dy 405,84 um
ne Verdoppelung der spezifischen Leitfahigkeit.

.1 . s 50 pm
Die diskreten Werte der passiven Parameter R 680
sind in Tabelle 2.4 zusammengefasst. ! Cgl

Um eine Akkumulation des intrazelluldren Cm 1,5 ukF em

Kalziums durch den Einstrom durch die Kal-

ziumkanéle zu verhindern, wurde dem Modell eine Kalziumpumpe hinzugefiigt. Diese
stabilisierte die interne Kalziumkonzentration auf 100 nM, war aber gleichzeitig trage
genug, um Kalziumschwankungen aufgrund von Aktionspotentialen zuzulassen (Zeit-
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konstante des Kalziumausgleichs von 200 ms). Das Modell wurde einem veréffentlichten
Modell aus der Modelldatenbank entnommen (Kole et al. 2006).

Da die Kinetik der aktiven Membraneigenschaften in hohem Mafle temperaturabhéngig
ist (z. B. Magee 1998), wurden alle Berechnungen bei einer simulierten Temperatur von
32 °C, korrespondierend zu den in vitro Experimenten, durchgefiihrt.

Neue Kanalmodelle

Der Grofiteil der erforderlichen Kanalmodelle konnte aus bereits veréffentlichten Modellen
iibernommen werden (die Quellen sind in der Tabelle 3.3 auf Seite 72 angefiihrt). Fiir die
Simulation des Iy, gab es aber bis dato kein Modell, das auf einer unabhéngigen Beschrei-
bung der dem Strom zugrunde liegenden Subeinheiten HCN1 und HCN2 beruht. Ein
solches wurde fiir diese Arbeit erstellt. Ebenso konnte in den bisher verdffentlichten Mo-
dellen keine zufriedenstellende Simulation des groflen Kalzium-abhéngigen Kaliumkanals
(BK) gefunden werden. Deshalb fiel auch hier die Entscheidung zugunsten einer eigenen
Implementierung des BK-Kanal Modells. Die beiden Modell werden in den Resultaten
(3.1.4.1 auf Seite 58 und 3.2.2.1 auf Seite 68) beschrieben.

Neue Kanalmodelle fiir die NEURON Simulationsumgebung missen in NMODL (NEURON
Model Description Language, Hines und Carnevale 2000) implementiert werden. Die
Beschreibung des Kanals besteht dabei aus mehreren Blocken (PARAMETER, INITIAL,
FUNCTION, ... ). Von besonderer Bedeutung ist dabei der Block BREAKPOINT, in dem die
Berechnung der Kanaleigenschaften im aktuellen Zeitschritt erfolgt. Des Weiteren erfolgt
in diesem Kanal die Zuweisung der Differentialgleichungslésungsverfahren. FEin in NMODL
implementiertes Kanalmodell steht fiir alle NEURON Simulationen zur Verfiigung.

2.5 Datenerfassung im patch clamp

Zur Bestimmung der elektrophysiologischen Parameter und deren Verdnderung nach
Interferon Applikation wurde die patch clamp Methode angewendet. Bei dieser Methode
handelt es sich um ein Verfahren zur Erfassung und Beeinflussung neuronaler elektrischer
Membranstrome und —spannungen (Neher und Sakmann 1976). Die Technik beruht
auf der Ausformung einer, gegeniiber der Umgebung elektrisch hochohmig isolierten,
Verbindung, dem sogenannten giga seal, zwischen der zelluliren Lipidmembran und
einer darauf aufgesetzten Glaspipette. Nach der Ausformung des giga seals sind mehrere
experimentelle Konfigurationen méglich: zum einem kénnen die Stréme durch die von
der Pipette eingeschlossenen Membran gemessen werden (bei einer intakten Zelle als cell
attached, bei abgeloster Zellmembran je nach Orientierung der Membran in der Pipette
als inside out oder outside in bezeichnet); zum anderen lasst sich durch Zerstérung oder
Perforation des Membranstiicks unter der Pipette eine relativ niederohmige (6 bis 20 M$2)
Verbindung zum Zellinneren herstellen. Bei einer Zerstorung des Membranstiicks durch
einen transienten Unterdruckpuls (alternativ durch Anlegen kurzer Wechselstrompulse)
spricht man hierbei von der whole cell Konfiguration, bei der kleinporigen Perforation
durch geeignete Substanzen (z. B. Nystatin oder Amphothericin-B) hingegen vom (whole
cell) perforated patch. Letztere bietet den Vorteil, dass durch die perforierte Membran
zwar eine elektrische Verbindung iiber den Austausch monovalenter Ionen (iiberwiegend
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K* und CI") gegeben ist (Lippiat 2008), divalente Ionen (z. B. Ca?") und hohermolekulare
Anionen (ATP, GTP, ...) jedoch zuriickgehalten werden und somit das intrazellulédre
Milieu weitgehend erhalten bleibt. In Kauf genommen wird dabei allerdings ein, gegentiber
dem klassischen whole cell, grofierer Widerstand zwischen Pipette und Zellinnerem.

Bei beiden Messkonfigurationen kénnen zwei prinzipielle Untersuchungsansétze unter-
schieden werden. Beim ersten, dem sogenannten wvoltage clamp, wird die Spannung der
Zelle kontrolliert (,,geklemmt“) und der Strom gemessen. Durch das sukzessive Anlegen
verschiedener Spannungen und Analyse der entsprechenden Stromantworten dient diese
Technik hauptséchlich zur Untersuchung und Charakterisierung von Ionenkanélen. Die
zweite Technik, der current clamp, definiert sich durch eine Kontrolle des Stromflusses
in die Zelle bei gleichzeitiger Messung der Spannung. Grundsétzlich gilt diese Technik
als die dem natiirlichen Zustand dhnlichere, da zum einen der bei dieser Messung not-
wendige hohe Eingangswiderstand des Vorverstérkers dem der Membran entspricht und
zum anderen die Zelle auch im urspriinglichen Zustand durch Stromfliisse durch die
Synapsen gesteuert wird. Somit dient diese Technik vor allem zur Untersuchung der
Erregbarkeit (Eingangswiderstand, Feuerverhalten) von Neuronen; von Bedeutung ist
dariiber hinaus das Verhalten der Zelle, wenn kein Strom angelegt wird, da hierbei das
Ruhemembranpotential bestimmt werden kann.

2.5.1 Allgemeine Versuchsdurchfiihrung

Die Visualisierung der kultivierten Neurone sowie der HEK293 Zellen erfolgte mittels
eines Axiovert S100, im Falle der kultivierten Neurone in Ausnahmefillen auch mit dem
Axioskop 2 FS bei 10 oder 60 facher Vergroferung (Wasserimmersionsobjektive mit NA
0,3 bzw. NA 0,9). Wéhrend der Experimente wurden die Zellen in der Messkammer mit
der jeweiligen Extrazelluldrlosung (Tabelle 2.2 auf Seite 28) umspiilt. Die Messungen
an allen kultivierten Zellen fanden bei Raumtemperatur statt, die Verbindung zwischen
Verstéirker und Messlosung erfolgte mit Ag/AgCl Elektroden (EP05, EP1 und EP4, World
Precision Instruments Inc., Sarasota, FL, USA).

Die Visualisierung der Neurone im Hirnschnitt erfolgte mittels IR-DIC Videomikro-
skopie am Axioskop 2 FS bei 60 facher Vergrofierung (Wasserimmersionsobjektiv). Das
Bild wurde mit einer Tillphotonics IR-VideoCamera VX-55 aufgezeichnet und dem Bild-
schirm (Panasonic TC-1470Y) dargestellt. Um eine konstante Experimenttemperatur
von 32°C bis 34°C zu gewahrleisten, wurden sowohl die umspiilende ACSF als auch die
Messkammer beheizt (Badcontroller V, Thermomixer comfort). Die Messungen fanden
ausschliefllich an Layer V Neuronen des somatosensorischen Cortex statt; Anhaltspunkte
fiir die Lokalisierung lieferte ein stereotaktischer Atlas von Hirnschnitten der Ratte
(Paxinos 1998). Die Neurone fiir die Versuche lagen, gemessen von der Schnittkante, in
einer Tiefe von 30 pm bis 70 pm.

Die Aufzeichnung der Daten bei allen elektrophysiologischen Messungen erfolgte mit
einem EPC-10 und der Software Patchmaster von HEKA. Simultan erfolgte eine analoge
Kontrolle der Signale mit einem Oszilloskop. Der EPC-10 Vorverstarker wurde mit Hilfe
eines Mikromanipulators (SM5-9) bewegt. Elektrophysiologische Messungen reagieren
empfindlich auf Erschiitterungen und Vibrationen, weshalb das Mikroskop sowie der
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Mikromanipulator auf einem schwingungsfreien Tisch (Newport IG-Breadboard) montiert
waren. Zur Absaugung der Fliissigkeit aus der Messkammer diente eine KNF Labor-
pumpe, der Zufluss erfolgte aus einem sich iiber dem Mikroskop befindlichen Behélter
mittels Tygon®- R3603 Schlduchen. Bei einem der Messplétze ergab sich aufgrund der
Einstreuung von elektromagnetischen Stérsignalen die Notwendigkeit einer Abschirmung
mit einem selbst erstellten Faradayschen Kéafig.

Zur Herstellung der Pipetten diente das Pipettenziehgerat P-97. Hierbei wird eine
Glaskapillare (1,65 mm Auflendurchmesser, Glastyp #0010 mit einem Bleigehalt (PbO)
von 22 % (PG10165-4, World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL, USA)) im Laufe
mehrere Zyklen erwdrmt und auseinander gezogen. Die genaue Temperatur und Zugkraft
richtet sich einerseits nach dem Glastyp, andererseits nach den jeweiligen, singulédren
Eigenschaften des verwendeten Heizfilaments. Ein typisches Programm zur Herstellung
von Messpipetten lautet etwa wie folgt: Zyklus (1): Heat = 410, Pull = (), Vel = 32,
Time = 250; Zyklus (2): Heat = 395, Pull = (), Vel = 42, Time = 250; Zyklus (3): Heat
= 342, Pull = (), Vel = 85, Time = 250.

Der Faktor Heat kontrolliert hierbei den elektrischen Strom, der durch das Filament
fliet und damit die Hitze, mit der das Glas geschmolzen wird. Pull bezeichnet die
Kraft, mit der an der Pipette gezogen wird, beginnend 40 ms nach der Beendigung der
Heizphase. Dieser Parameter wurde fiir die Herstellung der Messpipetten auf Null gesetzt.
Velocity ist die Geschwindigkeit, mit der die Glashalterungen nach dem Erweichen des
Glases auseinander gezogen werden. Time: Die Zeit wiahrend der die Kiihlluft mit einem
bestimmten Druck (P = 500) zugefiihrt wird (eine Einheit Time entspricht %2 ms).

Die so gezogenen Pipetten besaflen nach der Befiillung mit der intrazelluldren Losung
(siehe 2.3.3 auf Seite 28) einen Widerstand von 3 bis 5 M). Die Messpipetten wurden
unmittelbar vor dem jeweiligen Experiment hergestellt und ausschliellich einmal ver-
wendet. Vor dem Eintauchen in das Extrazellularmedium wurde ein leichter positiver
Druck (~40 mbar, kontrolliert mit einem Druckmessgerit, Pressure Meter 2022P) an die
Pipette appliziert. Die somit stdndig herausstromende Intrazelluldrlosung verhinderte
eine etwaige Verschmutzung der Pipettenspitze durch Bestandteile oder Verunreinigun-
gen des Extrazelluldarmediums. Nach dem Eintauchen der Pipette wurde der offset der
Messanordnung (bedingt durch den offset des Verstérkers und das Grenzflachenpotential
zwischen Intra- und Extrazellulirmedium) sowie die Kapazitdt der Pipette kompensiert.
Es erfolgte keine nachfolgende Korrektur des Grenzflichenpotentials im whole cell Modus.
Bei der Anndherung an die Zelle erzeugte die ausstréomende Pipettenlésung eine leichte
Eindellung der Zellmembran. Nach Wegnahme des Drucks erfolgte teilweise eine spontane
Ausformung des giga seals, ansonsten wurde die Ausbildung durch Anlegen eines leichten
Unterdrucks unterstiitzt. Sofort nach Erreichen des giga seals (somit also im cell atta-
ched Modus) wurde das Pipetteninnere auf <70 mV (Neurone) bzw. 40 mV (HEK293)
geklemmt, um einen Depolarisation der Zelle nach der Perforation der Membran zu
verhindern. Danach wurde die Zellmembran mittels Unterdruckimpulsen aufgerissen.

Nach Erreichen der whole cell Konfiguration und in regelméfigen Abstédnden im Verlauf
eines Experiments erfolgte eine Bestimmung des seriellen Widerstandes (Summe der
Widerstande zwischen der Messelektrode und dem Zellinneren), Rg, und der Zellkapazitét,
C' (siehe 2.6.1.1 auf Seite 39).
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Der weitere Versuchsablauf war durch die Art der Experimente vorgegeben. In der Regel
erfolgten nach dem patchen eines Neurons mehrere Kontrollmessungen, danach wurde
Interferon eingewaschen und der Effekt auf die untersuchten Parameter protokolliert.
Der Interferoneffekt begann ca. 3 min nach Einwaschen der Substanz und benétigte
etwa 20 min fiir seine volle Auspréagung (Abb. 3.1c auf Seite 47). Aufgrund dieser ersten
Versuche wurden weitere Experimente fiir maximal 30 min durchgefiihrt, bei einem
Abbruch des Experiments (z. B. aufgrund Ry Erhohung oder Uy, Verschiebung) erfolgte
eine Analyse nur bei einer Interferoneinwirkdauer von mindestens 6 min.

2.5.2 Untersuchung des Resonanzverhaltens

Die Impedanz-Amplituden-Profil (impedance amplitude profile, ZAP) Methode zur Be-
stimmung der neuronalen Resonanz (Puil et al. 1986; Hutcheon et al. 1996b) basiert auf
der Injektion eines sinusférmigen Eingangstroms mit variabler Frequenz und Analyse
der Spannungsantwort. Da beides mit dem EPC-10 Steuerprogramm Patchmaster nicht
moglich ist, wurde ein entsprechendes Programm in NI LabVIEW erstellt: SinGenerator.
Dieses liest und schreibt die Strom- und Spannungswerte fiir die ZAP Messungen direkt
(d. h. unter Umgehung von Patchmaster) in den Messverstiarker EPC-10 (siche Abb. 2.1).
Dies ermoglicht, dass dieses Programm mit allen Verstédrkern, die eine externe Signalein-
speisung sowie das Auslesen der Membranspannung auf der Hardwareseite gewéhrleisten,
verwendet werden kann.

> )
I’ ! USB AD-DA Wandler
. ]
; SinGenerator i
| ! Analog Analog
\ / Output Input J
Im Um
\ 4
I,/ N PCI-1600 External Stim.  Voltage '\
| Glasf: Input CC Monitor
| PATCHMASTER | [« >
|\\ ) EPC 10 ) \
\_ J

Software externe Hardware @

Abbildung 2.1: Einbindung des SinGenerators in den Messaufbau. Softwareseitig findet kein
Datenaustausch statt.

SinGenerator besteht aus fiinf Funktionsblocken:

Initialisierung. Dieser Programmblock wird beim Start von SinGenerator ausgefiihrt. Das
Programm verlangt die Angabe der verwendeten AD /DA Anschliisse, der Skalierung
des EPC-10 inputs (CC-Gain, in der Regel 0,1 pAmV~!), und des Verzeichnisses,
in dem die Daten gespeichert werden sollen. Im Falle einer Anderung wéihrend
des Experiments, kann mittels ,,Reset” eine erneute Initialisierung durchgefiihrt
werden.
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2.5 Datenerfassung im patch clamp

Parametereingabe und Signalberechnung. Der ZAP Puls wird nach Eingabe der Para-
meter (Start- und Endfrequenz, Schrittweite, Dauer und Amplitude) berechnet.

Ausgabe des Signals und Aufzeichnen der Spannungsantwort. Der zuvor berechnete
Puls wird an dem angegebenen DA Anschluss ausgegeben und die Spannungsantwort
am AD Eingang aufgezeichnet.

Speicherung der Daten. Nach der Aufzeichnung erfolgt die Darstellung des ZAP Pulses
(injizierter Strom und aufgezeichnete Spannungsantwort). Die Daten kénnen nun
gespeichert und optional auch sofort ausgewertet werden. Danach kann die néchste
Messung erfolgen.

Analyse. Die Auswertung der aufgezeichneten Daten kann entweder sofort nach der
Aufzeichnung des Pulses oder zu einem spéteren Zeitpunkt erfolgen (d.h. die
aufgezeichneten Pulse kénnen auch nach dem Experiment nochmals in SinGenerator
geladen und ausgewertet werden). Die Analyseprozeduren kénnen auch bei anders
gewonnenen Daten (z. B. aus den NEURON Simulationen) verwendet werden.

Die Analyse der ZAP Profile beginnt mit einer Untersuchung des Signals im Zeitbe-
reich. Hierbei werden die Extremwerte der Spannungsauslenkung erfasst und die mittlere
Spannung berechnet. Des Weiteren ldsst sich die Spannung von jedem Punkt des auf-
gezeichneten Signals auslesen. Danach erfolgt die Transformation der aufgezeichneten
Daten in den Frequenzbereich mittels FFT (fast Fourier transform), wobei die oberste
zu analysierende Frequenz (zur Verringerung der Rechenzeit und Datenmenge) und eine
Fensterfunktion (Gewichtungsfunktion fir schirfere Spektrallinien und zur Reduzierung
von Seitenbandern — Verminderung des leakage) ausgewahlt werden kénnen (bei den
vorliegenden Experimenten 20 Hz und Typ rectangular).

Die Impedanz Z des Neurons ergibt sich in weiterer Folge durch Division der Amplituden
und Subtraktion der Phasenwinkel.

Die Darstellung der Impedanz (Z = Z e®) erfolgt in der Polardarstellung mit dem
Scheinwiderstand Z und dem Phasenwinkel ¢ als Funktion der Frequenz f (wahlweise
linear oder logarithmisch). Das Programm bietet die Moglichkeit, beide Kurvenverldufe
mit Hilfe eines gleitenden Durchschnitts mit wihlbarer Breite zu glédtten. Um die Reso-
nanzfrequenz zu bestimmen wird danach der Spitzenwert des Scheinwiderstandes gesucht.
Dies geschieht entweder durch Auffinden des maximalen Punktes innerhalb des Plots, eine
Methode die u. U. bei verrauschten Signalen mit transienten Spitzen falsche Ergebnisse
liefert, oder durch einen Spitzenwertdetektionsalgorithmus. Dieser passt ein quadratisches
Polynom mit definierter Breite an den Signalverlauf an und ermittelt dessen Spitzenwert.

Ausgehend von der ermittelten Resonanzfrequenz fres und -scheinwiderstand Zges sowie
des Scheinwiderstandes bei f &= 0Hz", Zy, berechnet das Programm weitere Parameter
des Resonanzverhaltens: die Stérke der Resonanz @ = Zres/Zo, den Scheinwiderstand
bei der halben Bandbreite (half band width) Zygw = M und die halbe Bandbreite

"Eine Bestimmung des Scheinwiderstandes bei exakt 0Hz (= Eingangswiderstand) ist mittels der
verwendeten FFT Methode nicht moglich, weshalb dafiir entweder der Wert bei 0,5 Hz bestimmt oder
der Wert aus einer separat durchgefithrten Eingangswiderstandsmessung iibernommen wurde.
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2.6 Datenanalyse

HBW (Frequenzspanne, bei der Z > Zppw), ein Maf§ fir Breite des bevorzugten
Frequenzbereiches des Neurons. Weitere Resonanzparameter (Z10, Z20, Zup, fup, aus
Erchova et al. 2004) werden ebenfalls berechnet, spielen aber fiir die Auswertung des
Interferoneffekts in dieser Arbeit keine Rolle.

Des Weiteren wird die Frequenz des Nulldurchgangs des Phasenplots, ®g, bestimmt.
Dieser liefert eine Aussage iiber die Frequenz, bei der das Verhalten des Neurons von
einer induktiven Pragung hin zu einer kapazitiven wechselt.

2.6 Datenanalyse

Grundsétzlich ist anzumerken, dass die Ergebnisse der in vitro und der in silico Messungen
mit den selben Methoden und groitenteils auch Programmen ausgewertet wurden. Die
Datenerfassung aus den Rohdaten erfolgte dabei bei den in vitro Experimenten in Patch-
oder Fitmaster, bei den in silico Versuchen durch Routinen innerhalb der NEURON
Umgebung. Die nachfolgenden Analysen wurde grofitenteils mit C Prozeduren innerhalb
von Origin durchgefiihrt.

2.6.1 Prozeduren

2.6.1.1 Experimentkontrolle

Um die Qualitét der in vitro Versuche zu gewédhrleisten, wurden wéhrend des Experiments
in kurzen Abstédnden Pipettentestpulse durchgefiihrt. Diese lieferten Informationen tiber
den aktuellen seriellen Widerstand, Rs. Eine Erhohung des Rq um mehr als 30 % fihrte
zum Abbruch des jeweiligen Experiments (der Ry wurde wihrend des Experiments mittels
einer online Analyse berechnet).

Der Pipettentestpuls wurde im woltage clamp durchgefithrt und bestand aus einem
symmetrischen Rechteckspuls £10mV fiir 50 ms ausgehend vom jeweiligen Haltepotential
(gefiltert mit 10 kHz und digitalisiert mit einer Abtastrate von 100 kHz). Der Puls wurde
dreimal wiederholt und die Berechnung der Parameter erfolgte aus dem Mittelwert der
drei Wiederholungen. Die initiale Stromantwort auf die Spannungsauslenkung des Recht-
eckspulses wird alleine durch den Rs begrenzt, da die Kapazitdt der Zelle erst umgeladen
werden muss. Der Rg kann somit mittels Ry = AU/I, berechnet werden, wobei I, den
Maximalwert der Stromantwort darstellt (gemessen in Relation zum Ruhestrom). Nach
Erreichen des Spitzenstromwertes féllt dieser exponentiell bis zum neuen Haltestrom fiir
die anliegende Spannung. Die Zeitkonstante des Abfalls ergibt sich aus dem Produkt des
Eingangswiderstandes (Summe des R und des Membranwiderstandes) und der Kapazitét.
Durch die Schnelligkeit des Abfalls wird auch die Flache unter der Stromkurve (begrenzt
durch die gedachte, riickwérts in die Zeit interpolierte Linie des neuen Haltestroms)
bestimmt. Diese ist ein Mass fiir die Ladungsmenge @, die fiir das Laden der neuronalen
Kapazitidt C notwendig ist. Es gilt C = Q/AU.

Der Eingangswiderstand des Neurons lasst sich theoretisch aus dem neuen Halte-
strom berechnen: R;, = AU/AI. Diese Berechnung leidet allerdings unter dem geringen
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2.6 Datenanalyse

Eingangswiderstand des Vorverstirkers und der gréferen space clamp® Problematik im
voltage clamp. Deshalb wurde der Rj, zumeist im current clamp bestimmt.

2.6.1.2 I}, Messungen

Die Bestimmung der [;, Parameter erfolgte durch eine pharmakologische Isolation des
Stroms (mittels DCS - I, Iso., siehe Tabelle 2.2 auf Seite 28). Der I, wurde durch negative
Spannungspulse bis —130 mV in 10 mV Schritten, die in der Regel 2s andauerten, aktiviert
(Interpulsintervall von 5s, gefiltert mit 3kHz und digitalisiert mit einer Abtastrate
von 10kHz). Zum Ende eines solchen Pulses hatte die durch den Spannungssprung
ausgeloste Stromédnderung einen stabilen Zustand (steady state) erreicht. Zu diesem
Zeitpunkt erfolgte die Messung des Stroms. Dieser steady state Strom setzt sich aus
der Summe des Leckstroms I, und des I, zusammen. i, weist per Definition keine
Spannungsabhéngigkeit auf, eine I;, Aktivierung erfolgt erst ab etwa —60 mV. Somit kann
der Ijeak bei Spannungen, die zu einer I, Aktivierung fiihren, durch eine Extrapolation der
steady state Strome vor der I, Aktivierung (von —40mV bis —50mV) bestimmt werden.
Die Berechnung der I;, Amplitude erfolgt dann durch Subtraktion des extrapolierten
Teax von dem steady state Stroms bei einer bestimmten Spannung: die leak subtraction
Methode.

Die Spannungsabhéingigkeit der I, Aktivierung wurde mittels einer tail current Ana-
lyse bestimmt. Dabei nutzt man die relativ langsame Deaktivierung des [},. Bei einem
depolarisierenden Spannungssprung (bei den verwendeten Protokollen meist auf —65mV)
verbleibt der I, noch fiir kurze Zeit in seinem urspriinglichen Aktivierungszustand. Der
Stromfluss durch die HCN Kandle ist gegeben durch I}, = gul(U — Uyey). Die maximale
I, Leitfahigkeit gy ist konstant, durch den Sprung auf eine konstante Spannung auch
die Differenz U — Uyey. I, wird gemessen und so stellt die Aktivierung [ die einzige
verdnderliche Unbekannte in dieser Gleichung dar und kann durch eine Normierung
der tail currents bestimmt werden. Diese wurde daraufhin als Funktion der Spannung
dargestellt und mit einer sigmoidalen Funktion gefittet:

1

fU) = —= (2.7)

l1+e &

Somit konnte die halbe Aktivierungsspannung Uy und die Steigung der Aktivierung k
bestimmt werden. Der teilweise bei I, Messungen zu beobachtende run down (d.h. einer
kontinuierlichen Abnahme der Stromamplitude im Laufe eines Experiments) ist mit einer
Verschiebung der Uy, assoziiert (Pian etal. 2006). Dadurch wird bei einer bestimmten
Spannung ein geringerer Anteil der HCN Kanéle gedffnet, was zu einer Verringerung
der I, Amplitude fiihrt. In den Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass IFN-f3 in den
meisten Féllen zu einer Reduktion des I, ohne U}, Verschiebung fiihrt (Stadler et al. in
Rev.). Eine Verschiebung der U, wéhrend eines Experiments deutet daher auf einen

8Das Anlegen einer Spannung durch einen patch am Soma klemmt nicht das gesamte Neuron auf diese
Spannung. Stattdessen kommt es mit der Distanz von der Stelle des patch zu einem Spannungsabfall,
dessen Grofle durch die Kabelgleichung bestimmt wird, den space clamp.
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2.6 Datenanalyse

run down hin. Ab dem Zeitpunkt einer Uy Verschiebung von mehr als 5mV erfolgte ein
Ausschluss der I}, Messwerte aus den Analysen.

Die Kinetik der [;, Aktivierung wurde mittels eines Fits des Stroms mit einer doppelt
exponentiellen Funktion bestimmt:

__t __t
Ft) = A+ Apg(1 —e mast) + Agow (1 — e 7siow) (2.8)

t ... Zeit

A ... Ausgangsamplitude des Stroms

Agast - .. Amplitude der schnellen Komponente der Aktivierung
Trast - - - schnelle Zeitkonstante der Aktivierung

Aglow - - - Amplitude der langsamen Komponente der Aktivierung
Tslow - - - langsame Zeitkonstante der Aktivierung

Eine Berechnung des Anteils der schnellen Komponente an der Aktivierung des Ge-
samtstroms erfolgte mit:

Dfast = (29)

Der Fit der Deaktivierung erfolgte mit einer einfach exponentiellen Funktion (Formel 2.8
ohne den Agjoy, Term).

2.6.1.3 Resonanzmessungen

Die Parameter des neuronalen Resonanzverhaltens wurden mittels SinGenerator bestimmt
(siehe 2.5.2 auf Seite 37). Dies war auch fiir die Simulationsversuche der Fall, da die
Strom- und Spannungskurven aus NEURON ebenfalls in SinGenerator geladen werden
koénnen.

Der Versuchsablauf der Resonanzmessung gestaltete sich iiblicherweise wie folgt: Zuerst
wurde mittels Patchmaster der EPC-10 in den current clamp Modus geschaltet und das
Messpotential (in der Regel —70mV) durch Stromapplikation eingestellt. Zu diesem Zeit-
punkt erfolgte iiblicherweise auch eine Bestimmung des Eingangswiderstandes. Danach
wurde der ZAP Puls im SinGenerator gestartet. An der Zelle lag zu diesem Zeitpunkt
ein konstanter Haltestrom (vom Patchmaster) mit aufgesetztem Sinussignal (des SinGe-
nerators) an. Die Spannungsantwort der Zelle konnte in Patchmaster beobachtet werden
und gleichzeitig zeichnete SinGenerator diese auf. Nach Beendigung des ZAP Pulses
erfolgte meist ad hoc eine Auswertung, vor allem um die Spitzenspannungsauslenkung
der Antwort zu ermitteln: Um ein lineares Strom — Spannungsverhéltnis innerhalb der
Sinusauslenkung zu gewéhrleisten, wurde die Stromamplitude des ZAP Pulses derart
eingestellt, dass die Spannungsauslenkung (Spitze zu Spitze) nicht mehr als 20 mV betrug.
Die Spannungsantwort wurde mit 400 Hz gefiltert und danach mit einer Abtastrate von
1kHz digitalisiert.

Der Grofiteil der ZAP Pulse bestand aus einer linear ansteigenden Frequenz von 0 Hz bis
10 Hz {iber einen Zeitraum von 20 s; zu Kontrollzwecken verwendete Frequenzbereiche von
5 Hz bis 30 Hz und Zeitperioden von 10s bis zu 60 s erbrachten vergleichbare Ergebnisse.
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2.6 Datenanalyse

Fir die Messung der Resonanz wurde vor und nach Interferon Applikation das gleiche
Haltepotential eingestellt, d. h. eine etwaige Hyper- oder Depolarisation des Membran-
potentials wurde durch Anderung des Haltestroms ausgeglichen. Resonanzmessungen
wurden ausschliefllich an Neuronen im Hirnschnitt durchgefiihrt.

2.6.1.4 I,,, Messungen

Derzeit besteht keine Moglichkeit zur pharmakologische Trennung des M - Typ Kalium
Stromes I, von den anderen spannungsabhingigen Kaliumstromen. Deshalb wurde
zur Charakterisierung des Stroms eine ,indirekte* Messmethode genutzt. Dazu wurde
das Neuron (nach Block der T - Typ Kalziumstréme mit LaCl,, der Natriumkanéle
mit TTX und des I, mit ZD7288) fiir 30s auf —30mV geklemmt. Dies zielte auf eine
vollstdndige Aktivierung des I, sowie eine Inaktivierung der anderen Kaliumstrome
ab. Danach erfolgte eine Depolarisierung auf —50mV. Der I, wurde aus der Differenz
zwischen der Spitze des deaktivierenden Stromes nach der kapazitiven Transiente bis zum
Erreichen des steady state (nach 1s) bestimmt. Die Digitalisierung der Daten erfolgte
nach einer Filterung mit 3 kHz mit einer Abtastrate von 10 kHz. Das Interpulsintervall
betrug 5 min, in denen die Zelle auf das Ruhemembranpotential geklemmt wurde. Die
molekulare Identitat des gemessenen Stromes wurde in einigen Experimenten durch Block
der M - Typ Kaliumkanile mit XE-991 bestatigt. Mit der gewdhlten Methode ist keine
Bestimmung der absoluten Gréfle des I, moglich, allerdings ldsst eine Reduktion des
bestimmten deaktivierenden Stromes einen Riickschluss auf eine I, Verminderung zu.

2.6.1.5 Eingangswiderstand und Feuerverhalten

Die Bestimmung des Eingangswiderstandes R;, des Neurons erfolgte im current clamp
(gefiltert mit 3kHz und digitalisiert mit einer Abtastrate von 20kHz). Dazu wurde
ein symmetrischer Rechtecksstrompuls (je nach GroBle und Alter des Neurons £20 pA
oder £50pA) von zwei Sekunden Dauer durch die Pipette in das Neuron geleitet. Die
Messung der Spannungsantwort erfolgt im letzten Viertel des Pulses zu Zeitpunkten,
bei denen der Spannungsverlauf nicht durch synaptische Signale kontaminiert war. Der
Eingangswiderstand ergibt sich aus R;, = AU/AI, wobei diese Gleichung graphisch
durch einen Fit der drei Datenpunkte (die beiden Punkte der Stromauslenkung sowie bei
I =0) in einem U/I Plot gelost wurde.
Das Feuerverhalten eines Neurons kann durch zwei Parameter beschrieben werden:

1. Rheobase: Die Schwellenstromintensitét, die zur Auslosung eines Aktionspotentials
notwendig ist.

2. Gain: Die Steigung, mit der die Anzahl der Aktionspotentiale mit der Eingangs-
stromstérke korreliert.

Die Bestimmung beider Parameter erfolgte durch einen linearen Fit des F'/I Plots (Anzahl
der Aktionspotential als Funktion der Eingangsstromstérke) im linearen Anfangsbereich.
Der gain entspricht der Steigung dieses Fits, die Rheobase dem Schnittpunkt des Fits
mit der Abszisse.

42



2.6 Datenanalyse

2.6.2 Statistik

Der Grof3teil der statistischen Auswertung beruht auf einen Vergleich der Datenpunkte
vor und nach Interferon. Als erster Anhaltspunkt wird dazu in den Resultaten der
Mittelwert und die Standardabweichung angegeben (der Mittelwert wird auch in den
Abbildung als Balken eingetragen). Ein Vergleich der Daten erfolgte je nach Anzahl der
Datenpunkte und ihrer Verteilung mit einem parametrischen (Student’s t-Test) oder
nicht-parametrischen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir gepaarte Daten, Wilcoxon-
Mann-Whitney-Test fiir nicht gepaarte) Verfahren. Die je nach Datensatz verwendeten
Verfahren sind in Tabelle 2.5 aufgefiihrt.

Tabelle 2.5: Statistische Verfahren und Parameter

Datensatz Messungen#) Normalverteilung® Test™)
n ctrl IFN Verfahren D
3.1.1.1
I, Amp. 6 — — Wilc. 0,0277
Uy 6 - - Wilc. 0,2489
k 6 - - Wilc. 0,7532
Uy, Vgl 6/16 - + (0,0006) Mann. 0,1404
Ry 6 - - Wilc. 0,0747
Vgl Akt. 6 - - Wilc. 0,0277
Vgl Deakt. 4 - - Wilc. 0,0679
Trast 6 - - Wilc. 0,0277
Tslow 6 - - Wilc. 0,9165
Dfast 6 - - Wile. 0,0277
Tdeakt 6 - - Wilc. 0,0277
3.1.1.2
Amp. 9 + (0,436)  + (0,055) t-Test 0,865

#) Fiir die gepaarten Tests ist die Grofle des Datensatzes vor und nach Interferon Appli-
kation dieselbe (Angabe eines Werts). Bei Angabe zweier Werte erfolgte ein nicht gepaarter
Test. ¥ Ab n = 8 wurde mittels des Shapiro-Wilk Tests (in Origin 7.0 oder PYTHON) auf
Normalverteilung getestet. Die p-Werte des Tests sind angegeben (+: normalverteilt, —: nicht
normalverteilt). ) Bei normalverteilten Daten und n > 8 wurde die Teststatistik mit dem
t-Tests (zweiseitig, gepaart oder ungepaart, implementiert in Origin 7.0) berechnet. Bei n < 8
oder nicht normalverteilten Daten erfolgte der Test bei gepaarten Daten mittels des Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (Wilc., implementiert in StatView oder PYTHON), ansonsten mit dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Mann., implementiert in PYTHON).
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2.6 Datenanalyse

Tabelle 2.5: Statistische Verfahren und Parameter (Fortgesetzt)

Datensatz Messungen#) Normalverteilung®) Test”)
n ctrl IFN Verfahren P
3.1.2.1
I, Amp. 10 + (0,863 + (0,433) t-Test 0,0103
Un 8 + (0.227 + (0.327) t-Test 0,0666
Ry 10 — (0,002 — (0,034) Wilc. 0,114
Ttast 10 + (0,245 + (0,770) t-Test 0,027
Tslow 10 + (0,581 + (0,783) t-Test 0,348
Dfast 10 + (0,867 + (0,448) t-Test 0,031
Tdeakt 10 + (0,438 + (0,251) t-Test 0,0018
3.1.2.2
I, Amp. 9 — (0,008 — (0,009) Wile. 0,0046
Un 9 + (0,190 + (0,159) t-Test 0,033
Ry 9 + (0,376 + (0,734) t-Test 0,495
Trast 9 + (0,531 + (0,110) t-Test 0,0078
Tslow 9 + (0,161 + (0,094) t-Test 0,190
Drfast 9 + (0,867 + (0,119) t-Test 0,0262
Tdeakt 9 — (0,025 + (0,252) Wile. 0.0077
3.1.3.1
HCN1 Amp. 6 — — Wilc. 0,345
HCN2 Amp. 6 - - Wile. 0,249
3.1.3.2
Iy, Amp. 5 - — Wilc. 0,043
Ry 5 - — Wilc. 0,892
Riy 6 - - Wile. 0,028

#) Fiir die gepaarten Tests ist die GroSe des Datensatzes vor und nach Interferon Appli-

kation dieselbe (Angabe eines Werts). Bei Angabe zweier Werte erfolgte ein nicht gepaarter

Test. ¥ Ab n = 8 wurde mittels des Shapiro-Wilk Tests (in Origin 7.0 oder PYTHON) auf

Normalverteilung getestet. Die p-Werte des Tests sind angegeben (+: normalverteilt, —: nicht

normalverteilt). ) Bei normalverteilten Daten und n > 8 wurde die Teststatistik mit dem

t-Tests (zweiseitig, gepaart oder ungepaart, implementiert in Origin 7.0) berechnet. Bei n < 8

oder nicht normalverteilten Daten erfolgte der Test bei gepaarten Daten mittels des Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test (Wilc., implementiert in StatView oder PYTHON), ansonsten mit dem

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Mann., implementiert in PYTHON).
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Tabelle 2.5: Statistische Verfahren und Parameter (Fortgesetzt)

Datensatz Messungen#) Normalverteilung®) Test”)
n ctrl IFN Verfahren P
3.1.4.2
I, Amp. WT 8 + (0,904)  + (0,901) t-Test 0,0043
Rs WT 8 + (0,294)  + (0,784) t-Test 0,097
Vgl WT 3/5 Mann. 0,297
I, Amp. KO 8 + (0,262)  + (0,569) t-Test 0,479
Ry KO 8 + (0,738)  + (0,969) t-Test 0,497
Vgl KO 4/4 Mann. 0,149
C 8/8 + (0,260)  + (0,594) t-Test 0,174
Effekt 8/8 + (0,611)  + (0,771) t-Test 0,0065
Effekt litter 3/4 Mann. 0,034
3.1.5.1
Umem 9 + (0,686)  + (0,075) t-Test 0,0033
Ry 9 —(0,002)  + (0,114) Wilc. 0,594
3.1.5.2
TRes 9 + (0,108)  + (0,177) t-Test 0,00002
ZRes 9 — (0,008)  — (0,008) Wile. 0,0152
Q 9 + (0,126)  + (0,197) t-Test 0,325
HBW 9 + (0,543)  + (0,960) t-Test 0,0401
Ry 9 — (0,002)  + (0,114) Wilc. 0,594
Dy 7 - - Wilc. 0,0425
3.2.1
Rin 8 + (0,871)  + (0,055) t-Test 0,0310
Rheo 8 + (0,948)  + (0,660) t-Test 0,0352
gain 8 +(0,344)  + (0,149) t-Test 0,0218
Ry 8 — (0,0006) + (0,270) Wile. 0,208
3.2.3
I, Amp. 6 — — Wilc. 0,028
Ry 6 - - Wilc. 0,463

#) Fiir die gepaarten Tests ist die Grofle des Datensatzes vor und nach Interferon Appli-
kation dieselbe (Angabe eines Werts). Bei Angabe zweier Werte erfolgte ein nicht gepaarter
Test. ¥ Ab n = 8 wurde mittels des Shapiro-Wilk Tests (in Origin 7.0 oder PYTHON) auf
Normalverteilung getestet. Die p-Werte des Tests sind angegeben (+: normalverteilt, —: nicht
normalverteilt). ) Bei normalverteilten Daten und n > 8 wurde die Teststatistik mit dem
t-Tests (zweiseitig, gepaart oder ungepaart, implementiert in Origin 7.0) berechnet. Bei n < 8
oder nicht normalverteilten Daten erfolgte der Test bei gepaarten Daten mittels des Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (Wilc., implementiert in StatView oder PYTHON), ansonsten mit dem
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Mann., implementiert in PYTHON).
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3 Resultate

Alle Versuche im Hirnschnitt erfolgten in Layer V Pyramidenneuronen des somatosen-
sorischen Cortex mit 1000 Uml~! Interferon. Bis auf eine Ausnahme (Experimente in
HCN1 -/- Méusen) wurden fiir die Experimente Wistarratten (P11 - P27) genutzt. Bei
allen Experimenten wurde eine auf KMeSO, basierende Pipettenlosung verwendet 9.

3.1 Einfluss von Interferon auf I},

3.1.1 Bestatigung des Effekts

In den Vorarbeiten konnte bereits festgestellt werden, dass eine IFN- Applikation den
Eingangswiderstand erhoht (siehe 1.2.5 auf Seite 7). Diese Modulation deutet auf eine
Anderung des I, hin. Ziel der in diesem Abschnitt zusammengefaten Experimente war,
diese Befunde zu bestétigen.

3.1.1.1 IFN-B moduliert I, cAMP unabhangig

Hypothese: Die Modulation des Iy tritt auch ohne cAMP auf.

Resultat: Hypothese bestétigt; In Folge von IFN-f3 erfolgt eine [}, Reduktion
um ca. 25 % auf.

Versuchssystem: Rattencortex - Layer V, DCS - [}, Iso., Intra - K Methyl ohne
cAMP

Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) ist ein bekannter Modulator der HCN
Kanéle, der vor allem bei der langsamen HCN Untereinheit HCN2 eine Verschiebung
der Uy, bewirkt (siehe 1.3.3.4 auf Seite 18). Die bis zu diesem Zeitpunkt vorliegenden
Ergebnisse zeigten eine I}, Verminderung unter Verwendung einer intrazelluliren Losung
(Pipettenlosung) mit supramaximaler cAMP Konzentration (0,1 mM). Diese wurde ver-
wendet, da das Fehlen von cAMP fiir einen moglichen run down des I, verantwortlich
gemacht wird (Pian etal. 2006). Ein solcher run down ist mit einer Verschiebung der
Uy hin zu negativeren Spannungswerten assoziert (siehe 2.6.1.2 auf Seite 40). Allerdings
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Modulation des I}, durch IFN-f nur bei dieser
speziellen cAMP Konzentration zu beobachten ist. Deshalb sollte die I;, Modulation auch
fiir eine intrazelluldre Losung ohne cAMP bestéatigt werden.

Auch ohne intrazellulires cAMP bewirkte IFN-B (1000 Uml~!) eine Verminderung
des I, (Abb. 3.1a). Diese fand bei allen, eine I}, Aktivierung auslésenden, Spannungen
statt (Abb. 3.1b); am deutlichsten ausgepréigt war der Effekt allerdings bei der maximal
gemessenen Aktivierung (—130mV), weshalb die nachfolgenden Vergleiche sich auf die
Aktivierung bei dieser Spannung beziehen.

9Zur Zusammensetzung der Extra- und Intrazelluldrlosung siche 2.3.3 auf Seite 28.
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Abbildung 3.1: IFN-f reduziert I,. (a) Leak subtracted I, vor (links) und nach (rechts)
1000 Uml~! IFN-B. Die Aktivierung des I, erfolgte durch sukzessive Hyperpolarisation der
Membranspannung in 10mV Schritten von —40mV bis —130mV (Interpulsintervall von 5s)
(b) Strom/Spannungskurve des leak subtracted I, vor (O) und nach IFN-f Applikation (@).
(c) Zeitverlauf der Amplitudenreduktion (leak subtracted Iy,) im Zuge einer IFN-B Gabe. Die
Aufzeichnung dieser Datenpunkte erfolgte im Unterschied zu allen anderen Protokollen durch
Hyperpolarisation auf —100 mV, um eine etwaige Schidigung des Neurons oder eine Reduktion
des I, durch wiederholte, starke Hyperpolarisation zu verhindern.

Die Reduktion der leak subtracted I, Amplitude'® begann ca. 3min nach IFN-{
Applikation und benétigte etwa 20 min um einen stabilen Zustand zu erreichen (Abb.
3.1c). Wie auch bei supramaximaler cAMP Konzentration (Daten aus der Dissertation von
Claudia Bierwirth in Stadler et al. in Rev.) fithrte IFN-f in allen untersuchten Neuronen zu
einer Reduzierung der maximalen ;, Amplitude bei —130 mV (Kontrolle: 869 pA + 109 pA
vs. IFN-f3: 642pA + 175pA; n = 6; P < 0,05; Abb. 3.2a). Diese erfolgte ohne Verédnderung
der Aktivierungskurve (Abb. 3.2b): die beiden Parameter der Aktivierung, k& (Kontrolle:
10,2mV £ 0,6 pA vs. IFN-f3: 104pA+1,0pA; n = 6; P > 0,75; Abb. 3.2¢) und Uy
(Kontrolle: —91,2mV £4,0mV vs. IFN-f: —89,1mV +3,0mV; n = 6; P > 0,24; Abb.
3.2d) blieben konstant.

10Alle angegebenen I, Amplituden wurden mittels der leak subtraction Methode bestimmt (siehe 2.6.1.2
auf Seite 40).
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Abbildung 3.2: IFN-3 reduziert I}, in allen untersuchten Neuronen bei gleichbleibender Uj,.
(a) Eine Reduktion des leak subtracted I, bei —130mV konnte in allen untersuchten Layer
V Pyramidenneuronen beobachtet werden. (b) IFN-f fiihrte nicht zu einer Verdnderung der
Aktivierungsfunktion (Ctrl: O, IFN-f: @). (c) Die Steigung k der Aktivierungskurve sowie (d)
die halbe Aktivierungsspannung U}, verblieben konstant nach IFN-f Applikation.

Die Uy, (vor der IFN-B - Applikation) ist im Vergleich zu der aus den Experimenten
mit supramaximaler cAMP Konzentration (Kontrollwert: —88,3mV =+ 7,5mV; Daten
aus der Promotion von Claudia Bierwirth in Stadler etal. in Rev.) zwar geringfiigig
hyperpolarisiert, die Verschiebung war allerdings nicht signifikant (n = 6; P > 0,14). Dies
stimmt iiberein mit der relativen cAMP Insensitivitdt der hauptsichlich exprimierten HCN
Untereinheit in diesem Neuronentyp, HCN1, und den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
(z.B. Kole etal. 2006).

Die Reduktion des I, wurde nicht durch eine Zunahme des seriellen Widerstandes Ry
bewirkt (Kontrolle: 10,1 MQ £+ 2,0 MQ vs. IFN-f: 10,7MQ + 2,4 MQ; n = 6; P > 0,07).
Die durchschnittliche Kapazitéit der Zellen betrug 194 pF 4+ 24 pF.

Die I, Aktivierung in Layer V Pyramidenneuronen ist gekennzeichnet durch einen
schnellen Anstieg der Amplitude in den ersten etwa 100 ms, gefolgt von einer langsameren
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Abbildung 3.3: IFN-{ verlangsamt die I;, Aktivierung. (a) Fit der Aktivierung (links) und Deak-
tivierung (rechts) des I, (unten) mit ein (blau) oder zwei (griin) Zeitkonstanten und Residuen der
Fits (oben). (b) Der Fit mit zwei Zeitkonstanten lieferte sowohl fiir die Aktivierung auf —130 mV
(signifikant, links) als auch fir die Deaktivierung auf —65mV (nicht signifikant, rechts) eine
bessere Ubereinstimmung mit dem Zeitverlauf des I,. Allerdings war fiir die Deaktivierung ein Fit
mit zwei unterschiedlichen Zeitkonstanten nicht fiir alle Experimente moglich (nicht verbundene
Datenpunkte). (c) IFN-f Applikation fiihrte zu einer spezifischen Erhéhung der schnellen Zeit-
konstante Tr.s (links). Fur die langsame Zeitkonstante 740w konnte keine signifikante Anderung
festgestellt werden (mittig). Mit der Erhohung von 7, einher ging eine Reduzierung ihres Anteils
am Gesamtverlauf des Stromes (rechts). (d) IFN-f fithrte ebenfalls zu einer Verlangsamung der
Kinetik der Deaktivierung.

Komponente, die ca. 1s bis 2s zur vollstandigen Aktivierung bendtigt. Folglich konnte der
Verlauf der Aktivierung gut mit einer biexponentiellen Funktion (Abb. 3.3a, griiner Fit)
beschrieben werden (fiir die Fitfunktion siehe Formel 2.8 auf Seite 41), sowohl bei einem
Sprung auf etwa Uy (—90mV) als auch bei einer nahezu vollstdndigen Aktivierung der
HCN Kanile (—130mV). Zum Vergleich: ein Fit mit einer monoexponentiellen Funktion
wich stark von der beobachteten Kinetik ab (Abb. 3.3a, blauer Fit). Dies war bei allen
gemessenen Zellen der Fall (Residuen beim Fit mit einer Zeitkonstante: 21,1 pA +2,5 pA



3.1 Einfluss von Interferon auf I,

vs. Residuen beim Fit mit zwei Zeitkonstanten: 6,6 pA£3,0pA; n = 6; P < 0,05;
Abb. 3.3b links). Die Kinetik der Deaktivierung liefl sich mit zwei Zeitkonstanten zwar
ebenfalls besser beschreiben als mit einer, allerdings war die Verbesserung nicht signifikant
(Residuen beim Fit mit einer Zeitkonstante: 5,9 pA + 1,6 pA vs. Residuen beim Fit mit
zwel Zeitkonstanten: 3,8 pA £+ 1,4pA; n = 4; P > 0,05; Abb. 3.3b rechts). Bei zwei Zellen
(unverbundene Kreise in Abb. 3.3b rechts) war ein Fit mit zwei Zeitkonstanten nicht
moglich. Aus diesem Grund, und da fiir die bereits vorliegenden I, Daten die Beschreibung
der Deaktivierungskinetik immer mit einer Zeitkonstante erfolgte, wurde fiir die weitere
Analyse die Deaktivierung auch in dieser Arbeit immer mit einer Zeitkonstante gefittet.

Die Verminderung der I, Amplitude war mit einer Verlangsamung der Aktivierungskine-
tik assoziiert. Hierbei konnte eine selektive VergriiBerung der schnellen Zeitkonstante, T¢.st,
der I, Aktivierung festgestellt werden (Kontrolle: 38 ms + 6 ms vs. IFN-3: 43 ms + 9 ms;
n = 6; P < 0,05; Abb. 3.3c links); die langsame Zeitkonstante 740y blieb unverdndert
(Kontrolle: 371 ms 4 115 ms vs. IFN-: 368 ms + 134 ms; n = 6; P > 0,9; Abb. 3.3¢ mittig).
Es zeigte sich auch, dass der Anteil der schnellen Komponente an der Aktivierung des
Gesamtstroms pg,gy durch IFN-f abnahm (Kontrolle: 0,76 + 0,07 vs. IFN-f: 0,74 £+ 0,07;
n = 6; P < 0,05; Abb. 3.3c rechts). Des Weiteren trat eine Verlangsamnung der Kinetik
der Deaktivierung nach IFN-f Applikation auf (Kontrolle: 142 ms + 31 ms vs. IFN-{:
177ms £47ms; n = 6; P < 0,05; Abb. 3.3d).

Die Verminderung und Verlangsamung des [}, kann sowohl bei der Verwendung einer
Intrazellularlosung mit supramaximalem cAMP Gehalt als auch beim Fehlen von cAMP
nachgewiesen werden. Da in der whole cell Konfiguration eine starke Durchmischung
und daher Verdiinnung des intrazelluldren Milieus des Neurons auftritt, kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch eine durch cAMP vermittelte Interaktion zwischen IFN-f3 und
HCN ausgeschlossen werden.

3.1.1.2 IFN-p zeigt keinen Einfluss auf die Leckkomponente

Hypothese: Die Verringerung des I}, ist nicht auf eine Erhchung des Leckstro-
mes zuriickzufiihren.
Resultat: IFN-B bewirkt keine Anderung des Leckstroms.

Versuchssystem: Rattencortex - Layer V, DCS - Iy Iso., Intra - K Methyl mit
cAMP, Block des I, mit ZD7288

In den bereits zu Beginn der Studie vorliegenden Ergebnissen erfolgte die Bestimmung
der I, Amplitude mittels der leak subtraction Methode (siche 2.6.1.2 auf Seite 40). Diese
Methode beruht auf einer Extrapolation des Leckstroms I}, und Subtraktion dieses
Stroms vom gemessenen steady state bei einer bestimmten Spannung. Diese Methode
ist empfindlich gegeniiber Anderungen des Ije,x. Bei gleichbleibender Gesamtamplitude
flihrte eine Erhéhung des i,k zu einer falsch berechneten Reduktion des leak subtracted
I,. Um einen solchen Effekt auszuschlielen, wurde der Leckstrom nach dem Block der
HCN Kanéle mittels ZD7288 vor und nach IFN-f3 Gabe gemessen.
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

Hierbei trat keine Anderung des Leckstroms auf (Kontrolle: 495 pA 4= 130 pA vs. IFN-f3:
502pA £ 154pA; n=9; P > 0,86; Abb. 3.4). Geachtet wurde auf eine etwa gleich lange
Einwirkzeit von IFN-$ im Vergleich zum vorherigen Experimentsatz (15 min 4 7 min vs.
16 min + 8 min, bei einer minimalen Einwirkzeit bei beiden Experimentsétzen von 6 min).
Die durchschnittliche Kapazitat der Zellen betrug 195 pF + 34 pF.
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Abbildung 3.4: IFN-f hat keinen Einfluss auf den Leckstrom. Nach der pharmakologischen
Isolierung des I, und darauffolgender I}, Blockung verblieb einzig ein passiver Leckstrom im
Neuron. Dieser .k zeigte keine Abhéngigkeit von IFN-f (links: Exemplarische Darstellung des
Teax vor (schwarzer Stromverlauf) und nach (grau) IFN-B; rechts: Datenpunkte des steady state
Deax vor und nach IFN-f).

Dieses Ergebnis zeigt, dass die berechnete [;, Verminderung direkt auf eine Verminde-
rung des zelluldren Iy, zuriickgefithrt werden kann.

3.1.2 Typ | und Typ Il Interferone modulierten Iy,

Bislang konnte fiir das Typ I Interferon IFN-f3 eine direkte Ionenkanalmodulation des
I, nachgewiesen werden. Hier soll iiberpriift werden, ob auch andere Interferone diese
neuromodulatorische Wirkung zeigen.

3.1.2.1 IFN-«x
Hypothese: Auch IFN-q, ein weiterer Vertreter der Typ I Interferone, bewirkt
eine I, Verminderung.
Resultat: IFN-« bewirkt eine I, Reduktion im gleichen Ausmafl wie IFN-f3.
Versuchssystem: Rattencortex - Layer V, DCS - Iy Iso., Intra - K Methyl mit
cAMP

Alle Typ I Interferone binden an dem gleichen Rezeptor (IFNAR, siehe 1.2.1 auf Seite
4) und es konnte gezeigt werden, dass die I, Verminderung nur nach Aktivierung des
diesem Rezeptor nachgeschalteten Signalweges erfolgt (siehe 1.2.5 auf Seite 7). Beides
zusammen legte die Vermutung nahe, dass auch IFN-«, welches an demselben Rezeptor
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

bindet, zu einer [;, Verminderung fithren kénnte. Daher wurden die IFN-3- [, Versuche
mit IFN-o wiederholt.
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Abbildung 3.5: IFN-« moduliert I,. (a) Leak subtracted I, vor (schwarz) und nach (grau) IFN-o
Applikation. (b) IFN-« fiihrte zu einer Reduktion der I;, Amplitude in allen untersuchten Zellen.
(c) Die Anderung der I, Kinetik nach IFN-« glich jener durch IFN-B: Es trat eine Verlangsamung
der schnellen Komponente der Aktivierung des I, (quantifiziert durch die Erhohung von g,
links) auf, wahrend die langsame Komponente konstant blieb (7gow, mittig). Wiederum kam es
zu einer Reduktion des relativen Anteils der schnellen Komponente am Gesamtstrom (rechts).
(d) Eine Verlangsamnung der Kinetik der Deaktivierung infolge von IFN-« konnte ebenfalls
festgestellt werden.

Wie IFN-f bewirkte auch IFN-« eine Verminderung der leak subtracted I, Amplitude
(Kontrolle: 1,22nA +0,57nA vs. IFN-a: 1,00nA +0,50nA; n = 10; P < 0,05; Abb. 3.5a
und b). Die Veranderung war nicht durch eine Verschiebung der U}, bedingt (Kontrolle:
—88,3mV +3,4mV vs. IFN-a: —86,6 mV +4,3mV; n = 8; P > 0,06; die im Vergleich zu
den Amplituden geringere n-Zahl war durch einen Verlust zweier Zellen wiahrend des
Experiments bedingt: zwar konnte die steady state Amplitude noch gemessen werden, eine
Analyse des tail currents war hingegen nicht mehr moglich). Bei keiner in die Analyse
miteinbezogenen Zellen énderte sich der R um mehr als 30 %, und auch im Mittel konnte

92



3.1 Einfluss von Interferon auf I,

keine signifikante Ry Anderung festgestellt werden (Kontrolle: 7,7 M 42,9 M vs. IFN-«:
8,2MQ +2,6 MQ; n = 10; P > 0,1). Die durchschnittliche Kapazitéit der Zellen betrug
210 pF £ 43 pF.

Analog zu IFN-B fiihrte auch IFN-« zu einer Anderung der Kinetik des I, (Abb. 3.5¢
und d): die schnelle Zeitkonstante Tg,g; stieg von 46,2ms + 1,1 ms auf 48,9 ms+ 1,2 ms
(n = 10; P < 0,05), wihrend keine Anderung der langsamen Zeitkonstante 7y, auftrat
(Kontrolle: 421,5ms + 100,1 ms vs. IFN-o: 402,3ms + 137,.8 ms; n = 10; P > 0,3). Dies
war wiederum mit einer Abnahme des relativen Anteils der schnellen Amplitude am
Gesamtverlauf pe,g assoziert (Kontrolle: 0,74 +0,03 vs. IFN-o: 0,71 £0,05; n = 10;
P < 0,05). Die Deaktivierungszeitkonstante, Tqeakt, stieg von 188,3 ms =+ 30,9 ms auf
226,8ms +33,2ms (n = 10; P < 0,01).

Somit kann festgestellt werden, dass alle untersuchten Typ I Interferone eine Modulation
des I, in Layer V Neurone bewirken.

3.1.2.2 IFN-y
Hypothese: IFN-vy bewirkt keine I, Modulation.
Resultat: Die Hypothese wurde falsifiziert, IFN-y hat einen mit IFN-x und

IFN-f vergleichbaren Einfluss.
Versuchssystem: Rattencortex - Layer V, DCS - Iy Iso., Intra - K Methyl mit
cAMP

Im Gegensatz zu den Typ I Interferonen, deren Wirkung {iber eine Bindung an einen
gemeinsamen Rezeptor (IFN-«/B-Rezeptor, IFNAR) vermittelt wird, bindet das Typ
IT Interferon IFN-y an einen eigenen Rezeptor: IFNGR (IFN-y Rezeptor Komplex).
Die dadurch angestoflene kanonische Signalkaskade ist spezifisch fiir Typ II Interferone
(sieche Abb. 1.1). Zusammen mit den zuvor gezeigten Ergebnissen lief§ dies eine auf Typ I
Interferone beschriankte IFN /Iy, Interaktion vermuten. Um diese Hypothese zu verifizieren,
wurden die Versuche mit dem Typ II Interferon, IFN-y, wiederholt.

Uberraschenderweise zeigte sich auch bei diesen Versuchen eine Reduktion des I;, in
einem mit Typ I Interferonen vergleichbaren Ausmafl (Abb. 3.6a). Die leak subtracted
I, Amplitude (Abb. 3.6b) sank im Schnitt um ca. 20% von 1,10nA +£0,54nA auf
IFN-y: 0,89 nA +0,41nA (n =9; P < 0,01). Zwar kam es hierbei zu einer signifikanten
Verschiebung der Uy, (Kontrolle: —89,5mV +3,5mV vs. IFN-y: —872mV +4,4mV; n = 9;
P < 0,05), allerdings erfolgte diese in den depolarisierten Bereich und konnte somit nicht
fir die Iy, Reduktion verantwortlich gemacht werden. Die Reduktion des I}, konnte auch
nicht auf eine Zunahme des seriellen Widerstandes zurtickgefithrt werden (Kontrolle:
9,58 MQ £ 2,73 M2 vs. IFN-y: 9,87 MQ £ 2,86 MQ2; n = 9; P > 0,5). Die durchschnittliche
Kapazitdt der Zellen betrug 212 pF 4+ 26 pF. Wie auch bei Typ I Interferonen kam es zu
einer Verlangsamung der Kinetik (Abb. 3.6¢ und d), die im Falle der Aktivierung auf
die schnelle Komponente beschrénkte war (7g,s: Kontrolle: 45,0 ms 4 10,3 ms vs. IFN-y:
529ms=+14,6ms; n = 9; P < 0,01 und 74ow: Kontrolle: 334,7 ms + 83,1 ms vs. IFN-y:
456,0ms +249,1 ms; n = 9; P > 0,19). Dabei kam es zu einer signifikanten Verminde-
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

rung des relativen Anteils der schnellen Amplitude am Gesamtverlauf pg,s (Kontrolle:
0,70 £ 0,04 vs. IFN-y: 0,65+ 0,06; n = 9; P < 0,05). Wie zu diesem Zeitpunkt schon zu
erwarten, kam es wiederum zu einer Verlangsamung der Deaktivierungskinetik im Sinne
einer Erhohung von 7geaxt (Kontrolle: 194,6 ms 4+ 43,3 ms vs. IFN-y: 244,0 ms + 62,6 ms;
n=9; P<0,01).
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Abbildung 3.6: IFN-y moduliert [y,. (a) Leak subtracted Iy, vor (schwarz) und nach (grau) IFN-y
Applikation. (b) IFN-y fiihrte zu einer Verringerung der I, Amplitude in allen untersuchten
Zellen. (c) Wie bei den Typ I Interferonen IFN-« und IFN-f3 fiihrte das Typ II Interferon IFN-y
ebenfalls zu einer Verlangsamung der Iy Aktivierung. Die schnelle Zeitkonstante der Aktivierung
Trast Nahm zu (links), withrend keine signifikante Anderung der langsamen Zeitkonstante Tgjoyw
auftrat (mittig). Dies war verbunden mit einer Reduktion des relativen Anteils der schellen
Komponente am Gesamtstrom (rechts). (d) Eine Verlangsamnung der Kinetik der Deaktivierung
infolge von IFN-y konnte ebenfalls festgestellt werden.

Diese Versuche zeigen, das sowohl Typ I als auch Typ II Interferone eine Reduktion
und Verlangsamung des I}, bewirken. Bemerkenswert ist die Konstanz der Reduktion,
im Mittel kam es zu einer I;, Verminderung um 22.7 % +3.5 %. Aufgrund der &hnlichen
Ergebnisse wurde fiir alle weiteren in vitro Experimente IFN-f3 verwendet.
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

3.1.3 Die Modulation des I;, beruht auf einer Aktivierung der neuronalen
IFN-Signalkaskade

Die vorherigen Versuche zeigen, dass sowohl Typ I als auch Typ II Interferone Iy
modulieren. Offen ist, wie diese Modulation vermittelt wird. In Frage kommen (i) eine
direkte Interferon HCN Kanalinteraktion, (ii) eine Interaktion iiber den intrazelluldren
Interferonsignalweg oder (iii) eine Vermittlung iiber eine Interferonaktivierung der glialen
Umgebung (siehe auch 1.4.1.3 auf Seite 23).

3.1.3.1 Ausschluss einer direkten Interferon - HCN Kanalinteraktion

Hypothese: IFN-3 zeigt keinen Einfluss auf HCN Kanéle ohne den IFN
spezifische Signalweg.
Resultat: In HEK293 Zellen exprimierte rHCN Kanéle werden von rIFN-3

nicht moduliert.
Versuchssystem: HEK293 Zellen mit rHCN1 oder rHCN2, Extra - HEK, Intra - K
Methyl mit cAMP
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Abbildung 3.7: IFN-f zeigt keinen Einfluss auf in HEK293 Zellen exprimierte HCN Kanile (a,
Ctrl: schwarz, IFN-f3: grau). Dies traf sowohl auf exprimierte rHCN1 Kanéle (b links) als auch
rHCN2 Kanile zu (b rechts).

Die bis dato vorliegenden Ergebnisse wiesen auf eine durch den Typ I Signalweg
vermittelte IFN-3 - HCN Beeinflussung hin; nach Blockade des ersten Schritts der
intrazelluldren Interferonsignalkaskade, JAK1, konnte keine I;, Modulation durch IFN-{3
mehr erzielt werden (Daten aus der Dissertation von Claudia Bierwirth in Stadler et
al. in Rev. - siehe auch 1.2.5 auf Seite 7). Als zusétzliche Evidenz sollte eine direkte
Modulation der HCN Kanéle durch IFN ausgeschlossen werden. Dazu wurden rHCN1
und tHCN2 Kanéle in HEK293 Zellen exprimiert. Die Wahl fiel auf dieses humane, d. h.
nicht auf Rattenzellen basierendes, Expressionssystem, um eine mogliche Aktivierung
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

des Interferonsignalweges durch die Applikation von Ratten Interferon zu verhindern.
Dies war moglich, da rIFN-f eine hohe Speziesspezifitat aufweist (Novick et al. 1994;
U-CyTech Datenblatt rIFN-f3 auf https://www.ucytech.com/sites/default/files/
manuals/Datasheet20CT044.pdf) und somit nicht an (humanen) Interferonrezeptoren
bindet. Die Klonierung und Transfektion der HEK Zellen erfolgte durch Herrn Arne
Battefeld, die Messungen wurden ebenfalls in Zusammenarbeit mit ihm durchgefiihrt.

Weder fir den durch rtHCN1 noch durch rHCN2 vermittelten I}, konnte eine Modulation
durch rIFN-{ festgestellt werden (Abb.3.7a und b). Die Amplitude des leak subtracted Iy,
der mit rHCN1 transfizierten Zellen betrug vor IFN-{3 Applikation 2,25 nA + 1,6 nA und
danach 2,20nA +1,5nA (n = 6; P > 0,3). Bei den mit rHCN2 transfizierten HEK293 Zel-
len konnte ebenfalls keine signifikante Anderung der leak subtracted I, Amplitudenwerte
beobachtet werden (Kontrolle: 1,58 nA +1,00nA vs. IFN-f: 1,71nA +1,00nA; n = 6;
P > 0,2). Somit kann eine direkte Wirkung von IFN auf HCN Kanéle ausgeschlossen
werden.

3.1.3.2 Ein rein neuronaler Effekt

Hypothese: IFN-f fithrt auch bei einer drastisch reduzierten glialen Zellzahl
zu einer Modulation des Iy,.
Resultat: Bestétigt. Die Modulation des neuronalen I, wird nicht durch

die gliale Umgebung vermittelt.

Versuchssystem: Corticale primédre Neuronenkultur, Extra - Kultur, Intra - K
Methyl mit cAMP

Nach dem Ausschluss einer direkten Wechselwirkung zwischen IFN-f3 und HCN Kanélen
blieben zwei Hypothesen, die den Einfluss von IFN- auf Iy erkldren kénnen. Zum
einen konnte Interferon an glialen Zellen binden und die Freisetzung eines Botenstoffes
verursachen, der in weiterer Folge direkt oder indirekt (iiber die Aktivierung eines
neuronalen Signalweges) auf HCN Kanéle wirkt. Zum anderen kénnte IFN- an neuronale
IFNAR binden und die I Modulation eine Folge der interneuronalen Signalkaskade
darstellen. Letztere Hypothese impliziert, dass die I, Modulation durch Interferon auch
in einer priméren, neuronalen Zellkultur, bei der die Anzahl der glialen Zellen stark
reduziert sind, nachweisbar sein sollte.

Dies war der Fall: IFN-f fiihrte zu einer mit den in vitro Ergebnissen vergleichba-
ren Reduktion der I;, Amplitude um ca. 25 % (Kontrolle: 389 pA 4+ 134 pA vs. IFN-f:
283 pA +63pA; n=>5; P <0,05; 3.8a und b). Der Zeitverlauf der I, Verminderung dhnel-
te ebenfalls dem im Hirnschnitt (Abb. 3.8a). Die Verminderung des I, war nicht mit einer
Erhohung des Rg verbunden (Kontrolle: 15,4 M + 3,8 M2 vs. IFN-f3: 14,8 M + 3,8 M(Q;
n =>5; P > 0,8). Die durchschnittliche Kapazitiat der Zellen betrug 55 pF + 20 pF.

Die I}, Reduktion war wie auch bei den Versuchen im Hirnschnitt (Hadjilambreva et al.
2005, siehe auch 3.2.1 auf Seite 66) mit einer signifikanten Erhohung des Eingangswider-
standes verbunden. (Kontrolle: 645 M + 518 MQ2 vs. IFN-: 721 MQ + 549 MQ; n = 6;
P < 0,05; Abb. 3.8¢c).
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

IFN-f moduliert I}, unabhéngig von der glialen Umgebung des Neurons. Zusammen
mit den Ergebissen von 3.1.3.1 auf Seite 55 und der Beobachtung, dass nach Blockade
der Interferonsignalkaskade keine Modulation des I}, auftritt (Daten aus der Dissertation
von Claudia Bierwirth in Stadler etal. in Rev.) bestétigt dies die Hypothese, dass die
neuromodulatorische Wirkung von Interferon {iber die neuronale Interferonsignalkaskade
vermittelt wird.
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Abbildung 3.8: IFN-f moduliert I, in primér kultivierten, corticalen Neuronen. (a) Leak
subtracted I, in einem kultivierten Neuron vor (schwarzer Stromverlauf) und nach (grau) IFN-f3
Applikation. Wie im Gehirnschnitt benotigte der Effekt etwa 20 min um seinen volle Auspriagung
zu erreichen (eingefiigtes Bild oben). (b) Die Reduktion der I;, Amplitude infolge von IFN-
konnte in allen gemessenen Zellen beobachtet werden. (c¢) Die Verminderung des Iy, fithrte
wie auch in Layer V Pyramidenneuronen im Hirnschnitt zu einer signifikanten Erhohung des
Eingangswiderstandes.

3.1.4 Welche HCN Untereinheiten werden durch Interferon moduliert?

Hypothese: Interferone wirken bevorzugt auf die ,,schnelle“ HCN Untereinheit
HCNI.
Resultat: Sowohl Simulationsergebnisse als auch Messungen in HCN1 -/-

Ma&usen sprechen fiir eine HCN1 spezifische Interferoninteraktion.
Versuchssystem: NEURON Simulation, Messungen in HCN1 - /- Tiere

Sowohl Interferone des Typ I als auch des Typ II fithrten zu einer I;, Reduktion.
Diese war bei allen Experimenten mit einer spezifischen Verlangsamung der schnellen
Komponente der Aktivierung verbunden, die mit einer Verringerung des Amplitudenanteils
der schnellen Komponente einherging (Abb. 3.3, Abb. 3.5¢ und d, Abb. 3.6¢ und d). Dieser
Umstand lief} eine bevorzugte Wirkung der Interferone auf die schnelle HCN Untereinheit,
HCNI1, vermuten. Um diese Vermutung zu untermauern, wurde zuerst ein Modell eines
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

Neurons mit zwei HCN Kanélen erstellt. Eine Uberpriifung der Simulationsergebnisse
erfolgte daraufthin in HCN1 -/- Mausen.

3.1.4.1 In silico Untersuchung

Fiir die computerbasierte Untersuchung des Effekts wurde eine morphologische Rekon-
struktion eines corticalen Layer V Pyramidenneurons verwendet (Stuart und Spruston
1998 - Fig. 1A.; siehe auch 2.4.4.2 auf Seite 33). Zur Bestimmung einer moglichen HCN
Subtyp spezifischen Interferoninteraktion musste dieses Modell mit den beiden, in adulten
Layer V Pyramidenneuronen iiberwiegend vorhanden HCN Untereinheiten, HCN1 und
HCN2, ausgestattet werden. Diese beiden Kanalmodelle wurden, basierend auf I, Daten
aus Expressionssystemen, ad novo erstellt.

HCN1 und HCN2 Modell
Die Implementierung der unabhiangigen HCN1 und HCN2 Simulation erfolgte durch:

Ini2(U,t) = gni 201 2(U, 1) (U — Urev) (3.1)

Ii 2 ... Stromfluss durch die Untereinheiten HCN1 bzw. HCN2

On1,2 - .- maximale Leitfahigkeit des HCN1 respektive HCN2 Kanals

li2 ... Aktivierungszustand der jeweiligen Untereinheit, d.h. Anteil der
gedffneten Kanéle

U ... Membranspannung

Uiev ... Umkehrpotential des Stroms

Der Aktivierungszustand [ folgt einer Kinetik erster Ordnung und errechnet sich fiir
beide Untereinheiten unabhangig durch:

Al Ix(U) =1
dt = @) 3.2
de T(U) ( a)
mit
1
1+e =
eO,O378*gmt*z*(U_Urev)
e 3.2
T( ) qT * aNt * (1 + e070378*z*(U7U§)) ( C)
T-—23
qr = 19" (3.24)
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

Un ... halbe Aktivierungsspannung des HCN Kanals

k ... Steigung der Aktivierungskurve

gmt, z, aNt, Uy ... Parameter zur Berechnung von 7 in Abhéngigkeit von U
410 ... Skalierungsfaktor fiir die Temperaturabhdngigkeit

T ... nominelle Temperatur der Simulation (32 °C)

Fiir eine realitdtsnahe Beschreibung der Kinetik von HCN1 und HCN2 wurden die
Parameter an die Zeitkonstantendaten von rHCN1 in HEK Zellen (Battefeld et al. 2010)
und mHCN2 (Xue etal. 2002) angepasst. Die Anpassung der simulierten Stréme an den
in vitro beobachteten Iy erfolgte dann in weiterer Folge durch Skalierung von gy und
aNt. Die finalen Werte sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Fir die Anpassung der Parameter wur-
de in NI LabVIEW ein Programm erstellt,
das gleichzeitig die Darstellung der in vi-

Tabelle 3.1: Parameter der HCN Modelle

tro Vorgaben (Aktivierungskurve, Werte Parameter HCN1 HCN2
der Zeitkonstanten) und der aus den ge- Uy, —883mV  —88.3mV
wéahlten ?arametern errechneten Kurven L ~10,6mV  —10,6 mV
er.la,ubt. Eu'le 'Anderung. der Parameter be- Usee _905mV  —205mV
wirkt dabei eine sofortige Neuberechnung 3 4
der betreffenden Kurve und ermoglicht so- alt 1,02+ 10 2,210
mit eine effiziente Anpassung des Kanal- ~ 1.8 L5
modells an die experimentellen Ergebnisse. ~ 9mt 0,44 0,561
Die halbe Aktivierungsspannung Uy, ent- Uy =90 mV —90mV
sprach den Messungen an Layer V Neuro- qig 4.5 4.5

nen mit supramaximaler cAMP Konzen-
tration (Daten aus der Dissertation von
Claudia Bierwirth in Stadler et al. in Rev.),
da hierbei die U}, von HCN2 in den Bereich derjenigen von HCNT1 riickt (Wahl-Schott
und Biel 2009). Des Weiteren sollten die u. U. geformten HCN1/2 Heteromere eine Uy
vergleichbar mit uniform exprimierten HCN1 aufweisen (Chen etal. 2001). Der simulierte
serielle Widerstand, Rg, entsprach dem Mittelwert des Rg bei diesen Messungen: 10,4 M.

Nach dem Auffinden der optimalen Parameterkombination fiir HCN1 und HCN2 wurde
das Kanalmodell in NMODL (NEURON model description language) implementiert und
stand damit in der NEURON Programmierumgebung zur Verfiigung.

Verteilung der HCN Kanile
Die in wvitro Untersuchungen des I}, erfolgte bei einer pharmakologischen Isolation des
Stroms (siehe 2.6.1.2 auf Seite 40). Das in silico Aquivalent dazu ist ein Modell mit einem
(passiven) Ijeax und HCN1 und HCN?2 als den alleinig aktiven Kanélen.

Eine Zuweisung dieser Kanéle auf das unter 2.4.4.2 (auf Seite 33) vorgestellte Modell
erfolgte mit einer entlang des Dendriten mit der Entfernung (d) exponentiell zunehmenden
Leitfahigkeit (Kole et al. 2006):

Der Skalierungsfaktor der Temperaturabhédngig-
keit (q19) wurde aus Magee (1998) iibernommen.

gh=1y+ Aex (3.3)
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

Mit den Parametern y = —0,252pSpm—2; A = 1,2pSpm—2 und A = 323 pm entsprach
dies einer 40 fachen Zunahme entlang der dendritischen Achse (maximale Entfernung vom
Soma: 1117,6 pm). Um die geringere Iy, Leitfahigkeit in jiingeren Ratten zu beriicksichtigen,
wurde die HCN Dichte im Unterschied zu der oben genannten Publikation auf einen
Startwert von 0,95 pS pm~—2 am Soma reduziert.

In allen Kompartimenten wurde die Gesamtleitfahigkeit auf % HCN1 und % HCN2
aufgeteilt (zur Begriindung dafiir siehe 1.3.3.4 auf Seite 17). Das Spannungsprotokoll fiir
die Simulation folgte dem der in vitro Experimente (—50mV, —130mV, —65mV).

Simulationsergebnis
Der mit dem oben beschriebenen Ansatz simulierte I, betrug 1,57nA (leak substracted)
mit Trst = 77,9ms und Tgow = 451 ms, bei einem Anteil der schnellen Komponente
am Gesamtstrom pgg = 0,61. Die Deaktivierung erfolgte mit einer Zeitkonstante von
Tdeakt = 212 ms.

Zwei IFN-3 HCN Kanalinteraktionen wurden getestet:

1. Eine uniforme Reduktion beider HCN Kanaluntereinheiten

2. Eine spezifische Reduktion von HCN1

Die in vitro Ergebnisse zeigten, dass die Reduktion des [}, nicht durch eine Verschiebung
der Uy, bedingt wird. Deshalb erfolgte in beiden Fallen eine Reduktion der HCN Spitzen-
leitfahigkeit g,. Diese wurde reduziert, bis am Soma eine mit den in vitro Ergebnissen
vergleichbare I}, Verminderung auf 76 % des Ausgangswertes auftrat.

a b
4,0
&
= 3,51 1
— HCN1 spezifische Reduktion =
— Uniforme Reduktion beider HCN Kanéle [S} 20-
— Kontrolle g ’
1nA (o)) -H-
g 1,5 ’l‘ |
1s _8 10 -H-'U' o |-He- - ¥
c l |_1_| Sas ¥ Y
50 mV <
-290m -65 mV 0,51
1 -130 mv Trast Tsiow Prast Tgeakt

Abbildung 3.9: Simulationsergebnis zweier moglicher IFN-3 HCN Subtyp Interaktionen. (a)
Die spezifische Reduktion der schnellen Untereinheit des HCN Kanals, HCN1, fiihrte zu einer
deutlicheren Verlangsamung der Aktivierungskinetik verglichen mit einer uniformen Reduktion
beider Untereinheiten. (b) Mit der spezifischen Reduktion der HCN1 Untereinheit (-H-) konnten
die in vitro Ergebnisse (Boxplots, die Daten stammen aus den Versuchen zur IFN-f verursachten
I, Modulation mit supramaximalen cAMP Gehalt, Stadler etal. in Rev.) besser reproduziert
werden als mit einer uniformen Reduktion beider Kanaluntereinheiten (-U-).

Dazu war es notwendig, die HCN Leitfahigkeit entweder (1) uniform auf 61,2 % zu
reduzieren, oder (2) die Leitfahigkeit von HCN1 auf 42,5 % zu senken. Nur im Fall (2)
konnten die in vitro Ergebnisse vollstdndig reproduziert werden (Abb. 3.9a und b): die
schnelle Zeitkonstante der Aktivierung stieg um den Faktor 1,2 (auf 7 = 93 ms), bei

60



3.1 Einfluss von Interferon auf I,

einer gleichzeitigen Reduktion des Anteils an der Gesamtkinetik auf pgg = 0,59. Die
langsame Zeitkonstante blieb nahezu unverdndert (740w = 491 ms — Faktor 1,08). In
weiterer Ubereinstimmung mit den in vitro Versuchen kam es zu einem Anstieg der
Zeitkonstante der Deaktivierung um den Faktor 1,6 (Tgeakt = 340 ms). Im Fall (1) kam es
zu einer weniger ausgepriagten Verlangsamung der Aktivierung (7.ss = 88 ms — Faktor
1,1; Tgow = 482 ms - Faktor 1,07), die im Gegensatz zu den in vitro Versuchen mit einer
Erhohung des Anteils der schnellen Komponente (pg.st = 0,74) und einer beschleunigten
Deaktivierung (7qeakt = 210 ms — Faktor 0,99) verbunden war.

Wie oben erwéhnt, erfolgte die Anpassung der Werte an die Experimente mit supra-
maximalem cAMP Gehalt (Daten aus der Promotion von Claudia Bierwirth in Stadler
etal. in Rev.). Dabei war keine Verschiebung der Uy, zu erwarten, da bei dieser cAMP
Konzentration die Uy, der HCN1 und HCN2 Monomere sowie der HCN1/2 Heteromere
sich in etwa gleichen sollte (Chen et al. 2001). Hétte man allerdings bei den Experimenten
ohne intrazellularem cAMP eine Uy, Verschiebung erwarten kénnen? Um diese Frage zu
klaren, wurde die Uy des HCN2 Modells soweit hyperpolarisiert, bis sich die Gesamt Uy,
um 2,9mV in den negativeren Bereich verschob (analog zu den in vitro Ergebnissen in
3.1.1.1 auf Seite 46). Dazu war eine Verschiebung der HCN2 Uy, um —9,3 mV notwendig.
Wurde in diesem Ansatz nun die HCN1 Gesamtleitfahigkeit auf 42,5 % reduziert (siehe
oben), verschob sich die Gesamt Uy um 0,88 mV. Im Anbetracht der auftretenden
Standardabweichungen der in vitro Uy Messungen ist es unwahrscheinlich, dass eine
solche minimale Verschiebung signifikant nachgewiesen werden konnte.

Das Modell liefert einen weiteren Hinweis auf eine spezifische IFN-3 HCN1 Interaktion.
Eine endgiiltige Bestétigung sollen die Untersuchungen an HCN1 -/- Méusen liefern.

3.1.4.2 IFN-B Effekt in HCN1 -/- Mausen

Hypothese: IFN-f3 interagiert spezifisch mit der ,,schnellen HCN Unterein-
heit HCNT1.

Resultat: Bestétigt; in HCN1 -/- Tieren erfolgt keine IFN-f3 bedingte I,
Reduktion.

Versuchssystem: Mauscortex - Layer V, DCS - I}, Iso., Intra - K Methyl mit cAMP

Die Simulationsergebnisse lieferten ein starkes Indiz fiir eine HCN1 spezifische IFN-f3
Interaktion. Zur Bestétigung dieses Befundes erfolgten Messungen in HCN1 - /- Tieren. Da
HCNT1 - /- Ratten zur Zeit nicht existieren, wurden die Messungen in Mausen durchgefiihrt.
Dafiir mussten die Ergebnisse aus den Experimenten in Wistarratten in C57B16,/J Mausen
reproduziert werden. Hierbei wurde der gleiche Neurontyp, Layer V Pyramidenneurone
des somatosensorischen Cortex, in der Altersstufe von P11 bis P23 verwendet. Die
Experimente erfolgten mit Maus (m)IFN-f3.

Wie in Wistarratten bewirkte IFN-f3 auch in C57B16/J Mausen eine etwa 29 % Reduk-
tion des I}, (Kontrolle: 829 pA + 314 pA vs. mIFN-f3: 590 pA +274pA; n =8; P < 0,01;
Abb. 3.10a links) ohne signifikante Erhohung des Ry (Kontrolle: 9,0 M £ 2,6 M) vs.
IFEN-B: 9,7MQ £2,1 MQ; n =8; P> 0,09). Das Ausmafl der Reduktion war unabhéngig
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Abbildung 3.10: HCN-Subtypspezifische mIFN-f3 Interaktion. (a) Links: Wie in Wistarratten
bewirkte mIFN-f eine Reduktion des I;, in HCN1 4 /4 Méausen. Rechts: Hingegen fiihrte die
Applikation von IFN-B zu keiner I;, Reduktion in HCN1 -/- Méausen. (b) Das Ausmaf der I,
Reduktion (Anteil verbleibender Amplitude im Vergleich zur Ausgangsamplitude) unterschied
sich signifikant zwischen HCN1 +/4+ und HCN1 -/- Tieren.

davon, ob die Messung in reinen C57Bl6/J Mé&usen oder in HCN1 + /4 Mé&usen aus
HCN1 +/- Verpaarungen stattfanden (verbleibende I;, Amplitude nach mIFN-f in reinen
C57B16/J Méausen: 65 % +9 % vs. littermate HCN1 +/+ Mausen: 76 % + 18 %; n = 3
bzw. n =5; P > 0,25).

Hingegen konnte in HCN1 -/- Mé&usen keine Reduktion des I, festgestellt werden
(Kontrolle: 213 pA +119pA vs. mIFN-f3: 202pA +98pA; n = 8; P < 0,05; Abb. 3.10a
Rechts). Die Kapazitidten der untersuchten Neurone in HCN1 -/- Tieren (178 pF + 24 pF)
glichen jenen der Neurone aus HCN1 +/+ Tieren (200pF +£35pF; n = 8; P > 0,17).
Dieses Resultat setzt sich aus Messungen in reinen HCN1 -/- Tieren (aus der Verpaarung
der von The Jackson Lab gelieferten Tiere) als auch aus HCN1 +/- Verpaarungen
hervorgegangen HCN1 -/- Mausen zusammen (Riickkreuzung mit C57B16/J Méausen zur
Gewinnung von littermates). Die Ergebnisse in beiden Gruppen weisen keine signifikanten
Unterschiede auf (verbleibende I}, Amplitude nach mIFN-f in reinen HCN1 -/- M&usen:
91 % +13% vs. littermate HCN1 -/- Mausen: 109 % + 22 %; n = 4 fiir beide Gruppen;
P > 0,10).

Der Auswirkung von mIFN-f auf HCN1 +/4 und HCN1 -/- M&usen unterschied sich
signifikant (verbleibende I, Amplitude nach mIFN-f in HCN1 +/+: 72% +15% vs.
HCN1 -/-: 100 % +19 %; n = 8; P < 0,01; Abb. 3.10b). Bei einer Einschrédnkung dieser
Analyse auf reine littermate HCN1 +/4 und HCN1 -/- Tiere zeigt sich ein dhnliches
Ergebnis (verbleibende I;, Amplitude nach mIFN-f in HCN1 +/+: 65 % +9 % vs. HCN1
-/-: 109 % + 22 %; n = 3 bzw. n = 4; P > 0,05).

Die in silico und in wvitro Untersuchungen lieferten iibereinstimmende Ergebnisse:
IFN-f interagiert spezifisch mit der ,,schnellen® HCN Untereinheit HCN1.
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

3.1.5 Funktionelle Konsequenzen der I;, Verminderung

Bereits bei einem Membranpotential von etwa —70 mV befindet sich ein Teil der HCN
Kanéle im offenen Zustand (vgl. Abb. 3.2b — etwa 10 % bei —70mV). Diese bestimmen,
im Zusammenspiel mit anderen Kanélen, den Eingangswiderstand, das Frequenzverhalten
und das Ruhemembranpotential (siehe 1.3.3.4 auf Seite 20). Die Anderung des Eingangs-
widerstandes konnte bereits in den Vorarbeiten (Hadjilambreva et al. 2005) sowie fur
primér kultivierte Neurone gezeigt werden (Abb. 3.8¢). Ob die durch Interferon bedingte
I, Verminderung ausreicht, um eine Anderung des Ruhemembranpotentials und des
neuronalen Frequenzverhaltens zu bedingen, wird in den folgenden Kapiteln untersucht.
Die Experimente erfolgten dabei nicht in DCS - I}, Iso. sondern in normaler ACSF, um
einen den nativen Bedingungen &hnlicheren Zustand zu gewéhrleisten.

3.1.5.1 Membranpotential

Hypothese: Die Iy, Reduktion fiihrt zu einer signifikanten Hyperpolarisation
des Ruhemembranpotentials (RMP).
Resultat: Die Hypothese konnte bestétigt werden. Die IFN-f Applikation

verschob das RMP im Mittel um —3,3mV.
Versuchssystem: Rattencortex - Layer V, ACSF, Intra - K Methyl mit cAMP

Das RMP wird von I;, sowohl mitbestimmt

als auch stabilisiert, bei einem vollstan-

digen Block der HCN Kanéle tritt eine 664 *k
Hyperpolarisation um ca. 11 mV auf (sie-

he 1.3.3.4 auf Seite 20). Bei dem oben

vorgestellten in silico Modell trat nach -69-

der partiellen HCN Reduktion, sowohl
bei der uniformen als auch der HCN1

spezifischen, eine Hyperpolarisation um 72
1,9mV auf. Tatséchlich verschob die in vi-
tro Applikation von IFN-f3 das RMP im -75-

Membranpotential (mV)

Mittel um 3,3mV von —69,1 mV+ 0,8 mV
auf —724mV+24mV (n = 9; P <
0,01; Abb. 3.11). Die Anderung des RMP 78"
war nicht durch eine Erhohung des Rj
bedingt (Kontrolle: 8,0 M+ 1,0 M vs.
IFN-B: 8,1MQ+1,1MQ; n=9; P > 0,5),
die mittlere Kapazitdt der Zellen betrug
162 pF £ 43 pF.

IFN-B

ctrl |

Abbildung 3.11: Hyperpolarisation des Ruhe-
membranpotentials nach IFN-{3.
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3.1 Einfluss von Interferon auf I,

3.1.5.2 Resonanz

Hypothese: Das Frequenzverhalten der Layer V Neurone unterliegt einer
Modulation durch IFN-f3.
Resultat: Sowohl in silico als auch in vitro Versuche zeigen eine Ande-

rung mehrerer Frequenzparameter durch IFN-3. Hervorzuheben
ist die Verminderung der Resonanzfrequenz verbunden mit der
Erhohung des Impedanzwertes.

Versuchssystem: In silico, Rattencortex - Layer V, ACSF, Intra - K Methyl mit
cAMP

Die Resonanzfrequenz von Neuronen wird durch das Zusammenspiel des I, mit den
passiven Komponenten der neuronalen Membran (Leckstrom und Kapazitéit) bestimmt
(siehe Kapitel 1.3.3.4 auf Seite 21). Fiir eine erste Abschatzung, ob die beobachtete I
Reduktion hinreichend fiir eine Resonanzfrequenzverschiebung sein kénnte, wurde die
Impedanzberechnung von Hutcheon etal. (1996a) in Scilab und NI LabVIEW imple-
mentiert (siehe Kapitel 2.4.4.1 auf Seite 30). Die Anpassung der Modellparameter an
die von uns gemessenen Werte ergab eine Resonanzfrequenz fres von 2,23 Hz bei einem
Scheinwiderstand Zges von 121,3 M€2. Nach der Reduktion der HCN Leitfihigkeit und
der Vergroflerung der schnellen Zeitkonstante entsprechend den in vitro Ergebnissen
zeigte das Modell eine Verschiebung der Resonanzfrequenz auf fres = 1,76 Hz bei einer
gleichzeitigen Erhohung des Scheinwiderstandes auf Zres = 131,2 MQ (Abb. 3.12a). Des
Weiteren kam es zu einer Verschiebung des Nulldurchgangs der Phasenfunktion, ®¢, von
1,55Hz zu 1,16 Hz (Abb. 3.12b).
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Abbildung 3.12: Simulierte Auswirkung einer Verminderung des I;, auf das neuronale Re-
sonanzverhalten. Die hier angenommene Verminderung des I, entsprach dem Mittel aus den
durchgefithrten in vitro Messungen. Die Berechnung folgte einem veréffentlichten Modell (Hutche-
on etal. 1996a) zur Resonanzbestimmung. (a) Die Reduktion des I}, fithrte zu einer Erhéhung
des Scheinwiderstandes dessen Spitzenwert Zgeqs schon bei einer geringeren Frequenz fres erreicht
wird. (b) Der Nulldurchgang des Phasenwinkels, d.h. der Wechsel von einem induktiv hin zu
einem kapazitiv gepragten Verhalten, verschob sich aufgrund einer I;, Reduktion.
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Abbildung 3.13: IFN-f vermindert die Resonanzfrequenz und erhcht die Impedanz. (a) Oben:
Injizierter ZAP Strom und Spannungsantwort vor (mittig) und nach (unten) IFN-f Applikation.
Die Stelle der maximalen Spannungsauslenkung ist mit einem Pfeil ff markiert. (b) IFN-f fiihrte
zu einer Verschiebung der Resonanzfrequenz bei gleichzeitiger Erhohung des Scheinwiderstandes
iiber dem gesamten gemessenen Frequenzspektrum (oben). Ebenso trat eine Verschiebung des
Nulldurchgangs des Phasenwinkels auf (unten). (c¢) Die Verschiebung der Resonanzfrequenz
konnte in allen untersuchten Zellen nachgewiesen werden (links). Diese war mit einer signifikanten
Erhohung des Scheinwiderstandes verbunden (rechts). (d) Im Zuge der IFN-f Applikation konnte
eine signifikante Reduktion der Frequenz des Nulldurchgangs des Phasenwinkels beobachtet
werden. (e) Die Verschiebung der Resonanzfrequenz war verbunden mit einer Verschmélerung der

halben Bandbreite.
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Diese Ergebnisse wurden daraufhin in dem zuvor erstellten NEURON Modell iiberpriift
(siche 3.1.4.1 auf Seite 58). Hierbei erfolgte eine rein HCN1 spezifische Reduktion, wie sie
zuvor durch die Messungen in HCN1 -/- Tieren bestétigt wurde. Dabei kam es zu einer
Verschiebung der fres von 4,5 Hz zu 3,3 Hz. Verbunden war dies mit einem Anstieg des
Scheinwiderstandes Zgres von 36 M€ auf 40 MS).

Somit wiesen beide Modelle auf eine Anderung des Resonanzverhaltens durch die
interferonbedingte I;, Modulation hin. Im letzten Schritt wurden diese Ergebnisse mit
in vitro Versuchen verifiziert. Hierbei konnten die Ergebnisse der Modellberechnun-
gen bestétigt werden. Die Applikation von IFN-f3 verschob die Resonanzfrequenz von
frRes = 2,3Hz+0,7Hz zu fres = 1,9Hz4+0,7Hz (n = 9; P < 0,001) und erhohte die
Impedanz von Zges = 117 MQ 62 MQ auf Zres = 133MQL70MQ (n = 9; P < 0,05;
Abb. 3.13a, b und c). Die durchschnittliche Kapazitéit der Zellen betrug 162 pF + 43 pF.
Wie auch im Modell trat eine signifikante Reduktion der induktiven Phase auf, die durch
die Bestimmung des Nulldurchgangs der Phasenfunktion quantifiziert werden konnte
(Kontrolle: &9 = 1,3Hz +0,5Hz, vs. IFN-B: &y = 1,1 Hz+0,5Hz; P < 0,05,n = 7; Abb.
3.13d). Die Stérke der Resonanz, @ wurde durch IFN-f nicht beeinflusst (Q¢ty1 = 1,3+ 0,24
vs. Qim = 1,3+ 0,15;n = 9; P > 0,32), hingegen kam es zu einer Verminderung des
préferierten Eingangsfrequenzspektrums (Kontrolle: HBW = 3,9 Hz + 1,4 Hz, vs. IFN-f3
HBW = 32Hz+0,9Hz; n = 9; P < 0,05; Abb. 3.13¢). Die Anderung der Resonanzpara-
meter war nicht durch eine Erhéhung des Rs bedingt (Kontrolle: 8,0 M £ 1,0 M vs.
IFN-B: 8,1MQ+1,1MQ; n=9; P > 0,5).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die durch IFN Applikation verursachte
I, Reduktion zur funktionellen Anderung verschiedener neuronaler Parameter fiihrt:
Erstens kommt es zu einer Hyperpolarisation des Ruhemembranpotentials, zweitens zu
einer signifikanten Erhohung des Eingangswiderstandes und drittens zu einer Verschiebung
der Resonanz hin zu niedrigeren Frequenzen. Letzteres war verbunden mit einer Erhéhung
der Impedanz und einer Verminderung des praferierten Eingangsfrequenzspektrums.

3.2 Einfluss von IFN- auf das Feuerverhalten von Layer V
Neuronen

3.2.1 Feuerverhalten vor und nach IFN-3

Hypothese: Eine Verdnderung des Feuerverhaltens nach IFN-f3 ist auch unter
whole cell patch clamp Bedingungen zu beobachten.

Resultat: Bestétigt; IFN-3 fiihrt zu einer Erhéhung der Feuerrate und des
Eingangswiderstandes. Der Effekt ist weniger ausgepragt als mit
Einstichelektroden.

Versuchssystem: Rattencortex - Layer V, ACSF, Intra - K Methyl mit cAMP

Bereits Hadjilambreva et al. (2005) konnte zeigen, dass eine IFN- Applikation zu einer
starkeren tiberschwelligen neuronalen Erregbarkeit fithrt. Diese Experimente wurden mit
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Abbildung 3.14: IFN-f3 verdndert das neuronale Feuerverhalten in Layer V Pyramidenneuronen.
(a) Current clamp Ableitung in einem Layer V Pyramidenneuron vor (links) und nach (mittig)
1000 Uml~! IFN-B. Das Feuerverhalten wurde durch sukzessive Erhohung (50 pA) des Eingangs-
stromes bestimmt, zwecks einer tibersichtlichen Darstellung sind nur ausgewéhlte Stromschritte
abgebildet (rechts, fiir 200 pA nur fur die Kontrolle, da bei diesem Stromschritt das Neuron
nach IFN-f bereits feuerte). Ersichtlich ist aus den Spannungsverldufen auch die Zunahme des
Eingangswiderstandes (grofiere Auslenkung bei den +50 pA Stromschritten). (b) IFN-f fiihrte zu
einer Vergroflerung des Eingangswiderstandes. (¢) Nach IFN- begannen die Neurone bereits bei
geringeren Fingangstromstérken zu feuern, hier quantifiziert durch die Reduktion der Rheobase.
(d) IFN-B fithrte zu einer Erhéhung der Feuerrate (gain).

Einstichelektroden durchgefiihrt; eine Bestatigung dieser Ergebnisse erfolgte im whole
cell patch clamp Modus:

Wie auch in den Messungen an primér kultivierten neuronalen Neuronen (siehe 3.1.3.2
auf Seite 56) fiihrte die Applikation von IFN-f zu einer Erhohung des Eingangswider-
standes (Kontrolle: 76,5 MQ 4+ 27,6 MQ vs. IFN-f3: 89,1 MQ + 31,4 MQ; n = 8; P < 0,05).
Rheobase (Kontrolle: 185,2pA + 78,7 pA vs. IFN-f3: 146,9 pA £ 56,8 pA; n = 8; P < 0,05)
und gain (Kontrolle: 47,7Hz/nA £11,1 Hz/nA vs. IFN-B: 57,9 Hz/nA £+ 15,0 Hz/nA;
n = 8; P < 0,05) verdnderten sich analog zu den Ergebnissen mit Einstichelektroden.
Die Verdanderung wurde nicht durch eine Erhohung des seriellen Widerstandes bedingt
(Kontrolle: 7,8 MQ +0,75 MQ2 vs. IFN-f: 8,1 MQ +1,2MQ; n = 8; P > 0,2). Die durch-
schnittliche Kapazitét der Zellen betrug 170 pF 4+ 38 pF.

Qualitativ spiegeln die Ergebnisse der Messungen in der whole cell patch clamp Konfi-
guration diejenigen mit Einstichelektroden wider, allerdings war die Modulation durch
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IFN-f weniger ausgeprigt (durchschnittliche Verdnderung des Eingangswiderstandes
im whole cell: +17 % vs. Einstichelektroden: +142 %; Rheobase whole cell: —22 % vs.
Einstichelektroden: —50 %; gain whole cell: +21 % vs. Einstichelektroden: +60 %). Der
verminderte Effekt von IFN-3 kénnte durch die Verdiinnung des Cytosols mit der intra-
zelluldren Messlosung (Pipettenlosung) und der damit verbundenen Beeintréachtigung der
intrazelluldren Signalkaskaden hervorgerufen werden.

3.2.2 Multiple Kanalmodulationen durch IFN-f3

Hypothese: Fiir die beobachtete Anderung des Feuerverhaltens nach Interfe-
ronapplikation sind multiple Kanalmodulationen notwendig.

Resultat: Im in silico Modell lassen sich die in vitro Ergebnisse durch eine
kombinierte Kanalmodulation der Iy, Ipk, Inap und I, Kanalen
reproduzieren.

Versuchssystem: NEURON Modell

Die durchgefiihrten Vorarbeiten zeigten, dass die durch Interferon bedingte Verédnde-
rung des Feuerverhaltens nicht ausschlielich auf die HCN Modulation durch Interferon
zuriickgefiihrt werden kann (siehe 1.2.5 auf Seite 7). Welche Kanalmodulationen hierfiir
notwendig sind, ist bis dato allerdings unklar. Erste Hinweise sollte ein in silico Modell
liefern.

In den bisher publizierten Modellen konnte kein Layer V Neuron mit dem erforderlichen
Kanalbesatz gefunden werden. Deshalb wurde das oben vorgestellte Modell (3.1.4.1 auf
Seite 58) ausgebaut.

Hierzu wurden im ersten Schritt die erforderlichen Kanéle aus der NEURON Modell
Datenbank (http://senselab.med.yale.edu/modeldb/) entnommen. Fiir den BK Ka-
nal konnte wie fiir HCN1 und HCN2 kein zufriedenstellendes Modell gefunden werden,
weshalb dieses fiir die Simulation neu erstellt wurde:

3.2.2.1 BK Modell

Die Offnungswahrscheinlichkeit von BK-Kaniilen steigt sowohl mit Depolarisation als
auch mit steigender intrazelluldrer Kalziumkonzentration. Offnungswahrscheinlichkeiten
hoher 0,5 werden dabei nur bei Kalziumkonzentrationen von iiber einem 1 1M erreicht,
einer Konzentration, die im Gesamtcytosol eines gesunden Neurons wahrscheinlich nie
erreicht wird. Deshalb wird vermutet, dass BK-Kanéle in der Membran mit Kalzium-
kanélen assoziieren (Benhassine und Berger 2005). Ein Einstrom von Kalzium durch
diese Kanile fiihrt lokal zu einer betriachtlichen Erhohung der Kalziumkonzentration (bis
zu 100 pM, Neher 1998), die dann in einer Offnung der BK-Kanile resultiert. Neben der
Offnungswahrscheinlichkeit kommt es durch die Erhohung der Kalziumkonzentration auch
zu einer Verschiebung der halben Aktivierungsspannung U}]?K (Womack und Khodakhah
2002; Benhassine und Berger 2005).

Bis dato gibt es keine vollstdndige Charakterisierung des BK Kanals in Layer V Neu-
ronen des somatosensorischen Cortex. Die BK Parameter zur Modellerstellung stammten
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daher aus verschiedenen Arbeiten iiber diesen Kanal in Layer V Neuronen (Benhassine
und Berger 2005; Benhassine und Berger 2009), CA1 Neuronen (Gong etal. 2001) und
cerebralen Purkinje Neuronen (Womack und Khodakhah 2002).
Der Stromfluss durch die BK Kanile, Igk, ergibt sich aus:
Ipk = gBrp(U, ca, t)(U — Uy) (3.4)
JBK ... maximale BK Kanal Leitfahigkeit

U ... Membranspannung
UBK

rev

... Umkehrpotential des Igk
Der Anteil der gedffneten BK Kanile, p, folgt hierbei einer Kinetik erster Ordnung:

dp _ poo(U,ca) —p

3.5
dt TBK (3.52)
mit
(U, ca) = —Pold) (3.5b)
poo ’ - UEK(ca)fU :
14+e «BK

Die erreichbare Offnungswahrscheinlichkeit p.o(U, ca) ist abhingig von der maximal
moglichen Offnungswahrscheinlichkeit bei der gegebenen Kalziumkonzentration:

po(ca) = T (@) (3.5¢)
und der kalziumabhéingigen halben Aktivierungsspannung:
UBK _ UBK'
UEK(ca) — U}}]S:rlr{lin + h,max h,min (35d)

L (e

ca

TBK - .. Zeitkonstante der Kanalkinetik

EBK ... Steigung der Aktivierungskurve

cay ... Zentrumspunkt der Kalziumabhingigkeit der Offnungswahrscheinlich-
keit

cax ... Steigung der Kalziumabhingigkeit der Offnungswahrscheinlichkeit
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Bfﬁm ... minimale U}?K bei hoher Kalziumkonzentration

Efﬁax ... maximale U}I?K bei geringer Kalziumkonzentration
cag ... Zentrumspunkt der Kalziumabhéngigkeit von UEK
cal ... Steigung der Kalziumabhingigkeit von UPX

Vor der Implementierung der endgiiltigen
Kanalsimulation in NMODL wurden die Abhén-
gigkeiten des Modells in PYTHON getestet. Mit
der letztendlichen Parameterkombination (Ta- ~Parameter Wert
belle 3.2) zeigt sich hierbei die in Abb. 3.15

Tabelle 3.2: Parameter des BK Modells

cap 2uM
dargestellte Kalzium- und Spannungsabhéngig- car 1
keit. BK
.. . —4
Uber die Geschwindigkeit der Kanalaktivie- U%‘I‘gm 6,08 mVv
. . . . Up 155,67 mV
rung und -deaktivierung sowie der Kalziumbin- max
dung konnten nicht ausreichend quantitative ca% 2pM
Daten gefunden werden, um eine dezidierte Im- €0y —0,94208
plementierung der Kinetik zu erméglichen. Die UIEE,( -105 mV
publizierten Werte bewegen sich zwischen 1ms  kBK 17
und 3ms (Benhassine und Berger 2005; Wo- 5 1ms
mack und Khodakhah 2002). Die Bestimmung 4. 100

dieser Werte erfolgte z. T. bei Raumtempera-
tur, bei den hier durchgefiihrten in vitro Messungen lagen hingegen 32°C vor. Uber die
Temperaturabhingigkeit sowie Spannungssensitivitdt der Zeitkonstanten der BK Kanéle
ist nichts bekannt. Aufgrund dieser Unsicherheiten wurde die Zeitkonstante der Kinetik
7K fest mit 1 ms angenommen. Die Anpassung der Offnungswahrscheinlichkeit auf einen
verdnderten intrazelluliren Kalziumspiegels erfolgte instantan. Dies ermoglichte eine
Anderung des Aktivierungszustandes als Reaktion auf ein Aktionspotential (Womack
und Khodakhah 2002).

Die postulierte Kopplung von BK Kanélen mit Kalziumkanélen sollte zu einer rund
um BK Kanile lokal erhéhten Kalziumkonzentration fithren. Um dies im Modell zu be-
riicksichtigen, wurde die jeweils aktuelle interne Kalziumkonzentration ca; des simulierten
Neurons fiir die Berechnung der BK Offnungswahrscheinlichkeit skaliert:

ca(t) = cai(t) * sc (3.6)

cai(t) ... Aktuelle interne Kalziumkonzentration !
sc ... Skalierungsfaktor zur lokalen Erhohung der Kalziumkonzentration

ca(t) ... Fir das BK Kanalmodell relevante Kalziumkonzentration

Alle Parameter des Kanalmodells sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.

"Djese unterliegt aufgrund der Aktivitit von Kalziumkanilen und dem Abtransport durch die Kalzium-
pumpe (siehe 2.4.4.2 auf Seite 33) einer stdndigen Verdnderung und zeigt daher eine Abhéngigkeit
von ¢.
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Abbildung 3.15: Offnungswahrscheinlichkeit des modellierten BK Kanals in Abhéingigkeit von
der Spannung und der effektiven Kalziumkonzentration. Letztere wurde mittels eines Skalierungs-
faktors aus der internen Kalziumkonzentration berechnet, um die postulierte Kopplung der BK
Kanéle mit Kalziumkanalen zu berticksichtigen.

3.2.2.2 Zuweisung der Kanaldichten

Im néchsten Schritt erfolgte eine Verteilung der aktiven Kanéle auf die gewéhlte Geometrie
(2.4.4.2 auf Seite 33, Abb. 3.16a) anhand der veroffentlichten Kanalbeschreibungen zu
diesen Kanélen. Zuletzt wurde das Modell an die eigenen in vitro Ergebnisse sowie
publizierte Werte hinsichtlich backpropagation (Abfall der Aktionspotentialamplitude
entlang des Dendriten mit einer Langenkonstante von 127 pm im Vergleich zu z. B. 155 pm
in Stuart etal. 1997) und Verhalten nach dem Block diverser Kanéle angepasst. Die
verwendeten Kanéle und Verteilungsparameter sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Die
FI-Parameter des Modells betrugen: Rheobase 304 pA und gain 74 Hz/nA und entsprachen
somit den durchschnittlichen Werten aus den in vitro Messungen mit Einstichelektroden
(Rheobase 299 pA und gain 75 Hz/nA; Hadjilambreva et al. 2005).
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Tabelle 3.3: Aktive Kanile des erweiterten Modells

Kanal Verteilung  Dichte Quelle
(pSpm™—?)

Axon
transienter Na(x)! Kanal uniform 3500 Kole et al. 2008
delayed rectifier uniform 40 Kole et al. 2006
M-Typ K Kanal uniform 50 Shah et al. 2008

Soma
transienter Na Kanal uniform 420 Kole et al. 2008
persistierender Na Kanal uniform 10 Uebachs 2010
delayed rectifier uniform 20 Kole et al. 2006
M-Typ K Kanal uniform 10 Shah et al. 2008
A-Typ K Kanal (prox.i) uniform 150 Acker und Antic 2009
Ca aktivierter K Kanal uniform 0,6 erstelltiil
HVA Ca Kanal uniform 2 Acker und Antic 2009
HCN1 und HCN2'Y uniform 0,95 erstellt'

Dendriten

transienter Na Kanal
apikale Dendriten
basale Dendriten

delayed rectifier

prox.: 350; distal: 320
linear abfallend" von 150
exp. abfallend von 20V

Kole et al. 2008

Kole et al. 2006

Shah et al. 2008
Acker und Antic 2009

M-Typ K Kanal
A-Typ K Kanal
dist. und prox. Typ!

prox. 5, distal 0

uniform 300
linear abfallend"" von 150

uniform 0,6

apikale Dendriten
basale Dendriten
Ca aktivierter K Kanal
HVA Ca Kanal
LVA Ca Kanal
HCN1 und HCN2Y

erstellti!
Shah et al. 2008
Acker und Antic 2009
erstellt!

uniform 2
prox. 0, distal 0,5
exp. Anstieg' von 0,95

Die Quellen beziehen sich auf die Beschreibung des Kanalmodells (bzw. des darin enthaltenen Verweises
auf die ModelDB). Die Verteilung der Kanéle wurde aus der Literatur ibernommen, eine Anpassung der
Spitzenleitfahigkeiten erfolgte, um eine Reproduktion der in vitro Beobachtungen zu gewéahrleisten.

! Nax: AIS spezifische Modifikation der Kanalkinetik (Kole et al. 2008). i Die beiden Implementierungen
des A-Typ Kaliumkanals unterscheiden sich durch die Parameter ihrer Spannungsabhéngigkeit. Die
Aktivierungskurve des distalen (dist.) ist im Vergleich zum proximalen (prox.) Typ um —12mV verschoben
(Migliore et al. 1999). Der Wechsel vom prox. zum dist. Typ erfolgt linear innerhalb der ersten 300 pm
entlang des Dendriten. ' siehe 3.2.2.1 auf Seite 68 'V siehe 3.1.4.1 auf Seite 59. ¥ mit einem Faktor von
0,7. ¥ mit einer Lingenkonstante von 80 pm. V' mit 0,5 pS/pm.
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3.2.2.3 Test verschiedener Kanalmodulationen

In dem erstellten Modell (Abb. 3.16a und b) wurden im néchsten Schritt mehrere
Einzelkanalmodulationen getestet.

In den Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Modulation von HCN fiir die
Veranderung des Feuerverhaltens durch IFN-f3 nicht notwendig ist (Hadjilambreva et
al. 2005). Im Modell sollte nun gekldrt werden, inwieweit die HCN1 Modulation durch
IFN-B das Feuerverhaltens verédndert. Dazu wurde die Leitfdhigkeit des HCN1 Kanals
entsprechend der im vorherigen Modell festgestellten notwendigen Reduktion (auf 42,5 %
des Ausgangswertes) angepasst. Dies fiihrte zu einer geringen Erregungssteigerung, die
allerdings nicht den in vitro Ergebnissen entsprach (drittes vs. erstes Sdulenpaar in 3.16c¢).
Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die durch IFN verursachte HCN Modulation
hinreichend fiir die beobachtete Anderung des Feuerverhaltens ist.

Im néchsten Schritt wurden unterschiedlichste Kanalmodulationen (einzeln, mit HCN1
und auch untereinander kombiniert) getestet. Im allgemeinen erfolgten die Kanalmodula-
tionen mit einer Verdnderung der Leitfahigkeit um 25 % und 50 % (bis auf die Zunahme
des Iyap, dieser wurde um 10 % und 25 % moduliert, da bei grofleren Verdnderungen das
Modell instabil wurde). Eine Auswahl der getesteten Modulationen ist in 3.16¢ dargestellt
(rechts an die HCN1 Einzelkanalmodulation folgend). Mit keinem dieser Ansétze konnten
die in vitro Befunde reproduziert werden.

Den entscheidenden Hinweis brachte dann die Beobachtung, dass auch Typ II Interferon
eine Reduktion des I;, bewirkt (siehe 3.1.2.2 auf Seite 53). Dies legte die Vermutung
nahe, dass ein gemeinsamer Bestandteil sowohl der Typ I als auch der Typ II Interferon-
signalkaskade die Ionenkanalmodulation bewirkte. Ein gemeinsamer Schritt in beiden
Signalkaskaden ist die Aktivierung der Protein Kinase C (PKC; Kaur et al. 2005a; Gough
et al. 2008; Redig et al. 2009; Seo et al. 2009). Fiir PKC wird seit ldngerem ein Einfluss
auf die HCN Kanéle vermutet (Cathala und Paupardin-Tritsch 1997; Liu et al. 2003;
Brager und Johnston 2007; Carr et al. 2007; Li et al. 2010). Fiir weitere Kanéle konnte
eine Modulation durch PKC bereits nachgewiesen werden:

o Reduktion des M - Typ Kalium Stromes I, (Lee etal. 2010)

o Reduktion des grofien Kalzium abhéngigen Kaliumstromes Igk (Kizub etal. 2010;
Zhou et al. 2010)

o Erhohung des persisitierenden Natriumstroms I, durch Uy, Verschiebung (Curia
etal. 2004)

In das Modell wurden diese Abhéngigkeiten folgendermafien implementiert: Reduktion
des HCN1 auf 42,5% des Ausgangswertes (entsprechend den in vitro Ergebnissen),
Reduktion des I, auf 76 % des Ausgangswertes (hiermit wurden die im néchsten Kapitel
gezeigten in vitro Befunde eingearbeitet), Reduktion der BK Leitfdhigkeit auf 50 % und
Verschiebung der Uy, von Iap um —2mV. Mit diesem Ansatz konnten die in vitro Befunde
reproduziert werden (3.16¢).

Die Veranderung des Feuerverhaltens setzt multiple Ionenkanalmodulationen durch
Interferon voraus. Eine mogliche Verbindung zwischen dem Interferonsignalweg und den
Tonenkanélen ist die Aktivierung der Protein Kinase C.
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3.2 Einfluss von IFN-3 auf das Feuerverhalten von Layer V Neuronen
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Abbildung 3.16: In silico Untersuchung der Auswirkungen unterschiedlicher Ionenkanalmo-
dulationen auf das neuronale Feuerverhalten. (a) Darstellung der verwendeten Zellgeometrie
(morphologische Rekonstruktion von Stuart und Spruston 1998, Fig. 1A.). (b) Spannungsantwort
des simulierten Neurons auf unterschiedliche Eingangstrome. (c¢) Test unterschiedlicher Ionen-
kanalmodulationen. Die in vitro Ergebnisse von Hadjilambreva etal. (2005) konnten mit einer
Modulation der bekannten PKC abhéngigen Strome reproduziert werden (Iy, Im, Inap, IBK)-
Hingegen war mit den anderen getesteten Ionenkanalmodulationen keine Reproduktion der in
vitro Beobachtungen moglich.
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3.2 Einfluss von IFN-3 auf das Feuerverhalten von Layer V Neuronen

3.2.3 IFN-B reduziert den I,

Hypothese: IFN- moduliert iiber die HCN Kanéle hinaus noch weitere
neuronale Ionenkanéle.

Resultat: Auch fiir I, kann eine Reduktion durch IFN-f nachgewiesen
werden.

Versuchssystem: Rattencortex - Layer V, ACSF mit TTX, ZD7288 und LaCls;,

Intra - K Methyl

Als letzter Schritt sollte die Schlussfol-
gerung aus den in silico Untersuchungen
fir einen Kanal in vitro bestitigt werden.
Die Wahl fiel hierbei auf den M-Strom I,
da dieser eine bedeutende Rolle bei der Be-
stimmung des neuronalen Feuerverhaltens
spielt (Brown und Passmore 2009). Dar-
iiber hinaus moduliert er die Wirkung des
I, auf die neuronale Integration (George et
al. 2009). Bereits in den Vorarbeiten wurde
eine Verdnderung dieses Stromes vermutet
(Hadjilambreva et al. 2005).

Wie auch bei den I}, Versuchen erfolgte
eine Applikation von 1000 Uml~" IFN-.
Diese fiihrte zu einer mittleren Reduktion
des I, um 24 % (Ctrl: 61,9pA +24,1 pA
vs. IFN-B: 49,9 pA +£29.7pA;n=6; P <
0,05), die nicht mit einer Anderung des R
korreliert war (Kontrolle: 6,6 MQ £ 0,5 MS2
vs. IFN-: 6,6 MQ +0,6 MQ; n = 6; P >
0,4). Die durchschnittliche Kapazitat der
Zellen betrug 251 pF + 67 pF.

IFN-f fithrte zu einer Reduktion des I,.
Dieses Ergebnis ist ein erster Schritt zur
Aufklarung der multiplen Ionenkanalmodu-
lationen durch Interferon, wie sie durch die
Simulationsuntersuchungen vorausgesagt
wurden.
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Abbildung 3.17: IFN-f3 reduziert den M - Typ
Kaliumstrom. (a) Die Messung des I, erfolgte
bei der Deaktivierung nach 30s Depolarisation
auf —30mV. (b) IFN-f fiihrte zu einer Reduktion

des Stromes in allen gemessenen Neuronen.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen neuronale Ionenkanalmodulationen hervorgerufen
durch Interferonapplikation. Die in einer vorangegangen Arbeit (Hadjilambreva et al.
2005) beschriebenen Verinderungen neuronaler Parameter (Eingangswiderstand und
Feuerverhalten) konnen mit diesen Kanalmodulationen erkldrt werden. Als Verbindung
von der Interferonsignalkaskade zu den Kanélen postuliere ich eine Aktivierung der
Protein Kinase C (PKC).

Detailliert wurde eine dieser Modulationen, die des hyperpolarization-activated and
cyclic nucleotide-gated (HCN), untersucht. Auf dieser beruht die von Hadjilambreva et al.
(2005) festgestellte Verdanderung des Eingangswiderstandes. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dass durch die festgestellte Reduktion und Verlangsamung des durch diesen Kanal
geleiteten Stromes, I, dariiber hinaus eine Verschiebung der neuronalen Resonanzfrequenz
auftritt. Alle getesteten Typ I und Typ II Interferone modulierten den [}, notwendig
fiir die Modulation sind neuronale Interferonrezeptoren mit funktioneller intrazellulérer
Signalkaskade.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Neuromodulatorische Auswirkungen von Cytokinen wurden bislang beinahe ausschliellich
im Zusammenhang mit einer vermehrten Ausschiittung von Hormonen und Neurotrans-
mittern (bzw. Expression deren Rezeptoren) diskutiert (Schiepers etal. 2005; Dantzer et
al. 2008; Camacho-Arroyo et al. 2009; McAfoose und Baune 2009). Im Gegensatz dazu
zeigt die vorliegende Arbeit eine direkte Wirkung der Cytokingruppe Interferone auf
neuronale Ionenkanéle.

Dies bestétigt die zentrale Arbeitshypothese dieser Arbeit: ,Interferon moduliert
neuronale Tonenkanéle®“. Nicht ausgeschlossen werden (und auflerhalb des Fokus dieser
Arbeit liegend) kann allerdings eine zusétzliche Wirkung der Interferone als Modulator
der synaptischen Ubertragung.

4.1.1 Interferon moduliert HCN Kanale

Mehrere Vorarbeiten (Hadjilambreva et al. 2005; Daten aus der Dissertation von Claudia
Bierwirth in Stadler etal. in Rev.) gaben Hinweise auf eine Modulation des HCN Kanals
im Zuge einer Interferonapplikation. Dies wurde in dieser Arbeit, unter Verwendung von
patch clamp in vitro Messungen in Layer V Pyramidenneuronen des somatosensorischen
Cortex, detailliert untersucht.

4.1.1.1 Typ | und Typ Il Interferone vermindern den I},

Bestidtigung des Effekts mit alternativem cAMP Gehalt
Bisher konnte eine Modulation des I, nur fiir IFN-f3 gezeigt werden (Daten aus der
Dissertation von Claudia Bierwirth in Stadler et al. in Rev.). Zur Stabilisierung des I}, im
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4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Experimentverlauf wurde fiir diese Messungen eine supramaximale cAMP Konzentration
verwendet (siehe 3.1.1.1 auf Seite 46). Dabei konnte nicht ausgeschlossen werden, dass
die Modulation des Iy durch IFN-f nur bei dieser speziellen cAMP Konzentration
zu beobachten wire. Deshalb wurden diese Versuche mit einer intrazelluldren Losung
ohne cAMP wiederholt. Auch hierbei trat eine Modulation des I}, auf, die in Ausmaf
(Reduktion des Stromes auf 73% + 16 % des Ausgangswertes im Vergleich zu 76 % +
15 % mit supramaximalem cAMP Gehalt) und weiteren Parametern (Verlangsamung der
Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik) den vorangegangenen Ergebnissen glich.

Test verschiedener Interferonarten

Alle zu diesem Zeitpunkt vorliegenden Untersuchungen zum Einfluss von Interferon auf
den HCN Kanal fanden unter Verwendung des Typ I Interferons IFN-{3 statt. Neben
diesem bindet auch das Typ I Interferon IFN-o an denselben Rezeptortyp. Dies wies auf
ein dhnliches Potential als Modulator von HCN Kanélen wie IFN-f hin. Die vorliegenden
Resultate bestétigen diese Vermutung, der Effekt gleicht jenem von IFN-f3.

Das Typ II Interferon IFN-y bindet an eine eigene Rezeptorklasse mit einer vom Typ I
Interferonsignalweg in weiten Teilen unterschiedlichen Signalkaskade (sieche 1.2 auf Seite
3). In den Vorarbeiten (Daten aus der Dissertation von Claudia Bierwirth in Stadler et al.
in Rev.) und hier (siehe 3.1.3.1 auf Seite 55) konnte gezeigt werden , dass die Aktivierung
des Typ I Interferonsignalweges fiir die Modulation des [, notwendig ist. Beides zusammen
lief} initial das Fehlen einer I, Modulation durch IFN-y vermuten. Diese Vermutung
stellte sich als falsch heraus. IFN-y fiihrte zu einer mit Typ I Interferon vergleichbaren
Modulation des Ij,. Als einfachste Erklirung hierfiir kommen Uberschneidungen beider
Signalwege in Frage.

Bemerkenswert war die beobachtete Konstanz des Effekts. IFN-« fiihrte zu einer Re-
duktion des Iy, auf 80 % £ 14 %, IFN-B auf 73% + 16 %, IFN-y auf 81 % + 10% im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollmessungen. Bei keinem der getesteten Interferone
konnte die Reduktion der Amplitude mit einer Verschiebung der Spannungssensitivitit
erkliart werden, d. h. die HCN Leitfdhigkeit wurde durch Interferon reduziert. Das sowohl
Typ I als auch Typ II Interferon zu einer vergleichbaren Reduktion des Iy, fithren, mag
als weiterer Hinweis auf einen gemeinsamen Wirkmechanismus gewertet werden.

Alle getesteten Interferone (IFN-«, IFN-B, IFN-y) bewirkten eine Reduktion und
Verlangsamung des [;,. Diese Modulation trat unabhéngig vom cAMP Gehalt der intra-
zelluldren Messlosung auf. Da in der whole cell Konfiguration eine starke Durchmischung
und daher Verdiinnung des intrazelluldren Milieus des Neurons auftritt, kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch eine durch cAMP vermittelte Interaktion zwischen IFN-3 und
HCN ausgeschlossen werden.

4.1.1.2 Interferon moduliert den HCN1 Kanal

Alle getesteten Interferone verdnderten neben der Amplitude auch die Kinetik des Iy,.
In dem gewéhlten Versuchssystem (Layer V Pyramidenneurone des somatosensorischen
Cortex von Nagern im Alter von Tag 11 bis Tag 27 nach der Geburt) entsteht der I, durch
Offnung der HCN Kanalsubtypen HCN1 und HCN2. Diese unterscheiden sich durch die
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4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Kinetik ihres Wechsels zwischen verschiedenen Aktivierungszustidnden. Phdnomenologisch
zeigt sich dies in zwei Zeitkonstanten, mit denen die Aktivierungskurve des I, beschrieben
werden kann. Methodisch verlédsslich moglich war dies allerdings nur bei groflen I
Amplituden (d.h. bei der Aktivierung auf —130 mV und nicht bei der Deaktivierung auf
—65mV). Bei einem Fit mit zwei Zeitkonstanten trat nach Interferonapplikation jeweils
eine signifikante Erhohung der schnellen Zeitkonstante auf. Dies ist gleichbedeutend mit
einer Reduktion des schnellen Anteils der Aktivierung und gab einen ersten Hinweis
auf eine spezifische Modulation der ,,schnellen* Untereinheit HCN1. Diese Vermutung
wurde durch Simulationsergebnisse untermauert und schlussendlich durch Messungen in
HCNT1 -/- Méusen bestétigt. In letzteren konnte keine Modulation des I, durch IFN-f3
beobachtet werden. Ungekléart ist allerdings, wie die phdnomenologische Reduktion der
HCN1 Gesamtleitfahigkeit am Einzelkanal realisiert wird. Denkbar ist eine Reduktion
der Einzelkanalleitfihigkeit oder eine Internalisierung der Kanéle.

4.1.1.3 Vermittlung des Effekts

Durch drei Wege konnte eine Modulation der HCN Kanéle durch Interferon erfolgen:

o Interferone wirken direkt auf den Kanal, eine Aktivierung des Interferonsignalweges
ist fur die Modulation nicht notwendig,.

Gegen diese Hypothese spricht erstens, dass nach Block des Typ I Interferonsi-
gnalweges keine I, Modulation mehr auftritt (Daten aus der Dissertation von
Claudia Bierwirth in Stadler etal. in Rev.). Zweitens konnte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass in einer humanen Zellinie exprimierte HCN Kanéle
der Ratte nicht durch rIFN-f3 (welches nur eine geringe Affinitdt zu humanen
Interferonrezeptoren aufweist, siche 3.1.3.1 auf Seite 55) moduliert werden.

o Die Modulation des I, erfolgt aufgrund einer Aktivierung des Interferonsignalwe-
ges in glialen Zellen, die in weiterer Folge durch eine Interaktion mit Neuronen
Tonenkanile beeinflussen.

Hierzu erfolgten Messungen in primér kultivierten corticalen Neuronen. In diesen
Kulturen ist die Anzahl glialer Zellen drastisch reduziert, trotzdem fand eine mit
den in vitro Ergebnissen vergleichbare Modulation des I, statt (Reduktion in den
kultivierten Neuronen auf 75% + 15% vs. in vitro 73% + 16 %).

¢« Die HCN Modulation erfolgt aufgrund einer Aktivierung des neuronalen
Interferonsignalweges.

Dies verbleibt als einzige Erklérung.

Auch die diese Arbeit flankierenden molekularbiologischen Untersuchungen sprechen fiir
eine Aktierung der Interferonsignalkaskade in Neuronen: in Layer V Pyramidenneuronen
konnte sowohl der Typ I Interferonrezeptor (IFNAR) als auch eine durch IFN-f3 Appli-
kation induzierte Aktivierung des nachgeschalteten Signalweges nachgewiesen werden
(Stadler etal. in Rev.).
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4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.1.1.4 Funktionelle Konsequenzen der I;, Modulation durch Interferon

I, bestimmt mehrere bedeutende neuronale Parameter, vor allem im Bereich des Ru-
hemembranpotentials (RMP). Inwieweit die Reduktion des I, um ca. 25 % sowie die
beobachtete Verlangsamung der Kinetik fiir eine Verdnderung dieser Parameter ausreichen,
wurde in mehreren Experimenten untersucht.

Neben der schon von Hadjilambreva et al. (2005) gezeigten (und hier bestéitigten) Erho-
hung des Membranwiderstandes fithrte die Reduktion des I, zu einer Hyperpolarisation
des Ruhemembranpotentials (im Mittel um 3,31 mV + 2,24 mV).

I, ist einer der das neuronale Frequenzverhalten bestimmenden Stréme (Hutcheon et
al. 1996a; Hutcheon et al. 1996b). Die durchgefiihrten in silico Versuche zeigten, dass
die durch IFN- Applikation induzierte Modulation des I;, (Reduktion der Amplitude
und Verlangsamung der Kinetik) ausreichend fiir eine Verdnderung des neuronalen
Frequenzverhaltens sein konnten. Genauer ergaben die Berechnungen, dass sich durch
IFN-3 die Resonanzfrequenz vermindern und die Impedanz erhéhen sollte. Des Weiteren
trat bei der Simulation eine Verschiebung des Nulldurchgangs der Phasenfunktion hin zu
niedrigeren Werten auf. Die Berechnungen wurden daraufhin in vitro bestéatigt.

Weder in silico noch in vitro konnte eine Verdnderung der Stéarke der Resonanz, @,
festgestellt werden. Dies lasst sich durch die Art der Modulation des Frequenzverhaltens
erkliaren: durch die Verminderung des I}, (bei gleichzeitig stabilen passiven Zellparametern)
erhoht sich sowohl der Eingangswiderstand (gleichbedeutend mit der Impedanz bei
f = 0Hz) als auch die Impedanz bei der Resonanzfrequenz. Es kommt also zu einer +
Parallelverschiebung der Frequenzkurve, die Stéarke der Resonanz (Q = Zges/Zo) verbleibt
somit in etwa gleich.

Neben dem absoluten Wert der Resonanzfrequenz verminderte sich auch die halbe
Bandbreite HBW. Dies weist auf einen geringeren préaferierten Frequenzbereich hin.
Postuliert werden kann des Weiteren, dass diese Verdnderung nicht nur das Soma betrifft,
sondern auch die Ubertragungsfunktion vom Dendriten zum Soma (Ulrich 2002) zu
niedrigeren Frequenzen hin verschoben wird. Dass die generelle Auswirkung synaptischer
Signale auf das Soma zunimmt, erscheint ebenfalls wahrscheinlich: zum einem steigt die
Impedanz {iber den gesamten gemessenen Frequenzbereich, zum anderen haben frithere
Arbeiten gezeigt, dass eine Verminderung des [}, zu einer stirkeren Kopplung zwischen
dem distalen Eingangsbereich (tuft zone am Dendriten) und dem Soma fithrt (Berger et
al. 2003).

Wihrend die Rolle des Scheinwiderstandes (des Amplitudenanteils der Impedanz) bei
der neuronalen Integration offensichtlich ist, liegt der Fall bei der Phasenverschiebung
anders. Diese positive Phasenverschiebung (Spannung eilt dem Strom voraus) entsteht
durch die phanomenologische Induktivitat des Iy, die negative Phasenverschiebung durch
die Kapazitét der Zellmembran. Narayanan und Johnston (2008) postulieren, dass diese
Phasenverschiebung einen Mechanismus darstellt, um die Ankunftszeit der Signale von
den Synapsen zum Soma zu kontrollieren. Diese hétte einen hohen Einfluss auf die
neuronale Integration, die wahrscheinlich zu einem hohen Mafl vom exakten Zeitpunkt
der Aktionspotentialauslosung abhéngt (VanRullen et al. 2005). Allerdings darf bezweifelt
werden, dass die Phasenverschiebung als Modulator der Ankunftszeit bei so komplexen
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4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Signalen wie Aktionspotentialen oder dendritschen Spikes (die sich aus einer Vielzahl
von Frequenzanteilen zusammensetzen) zum Tragen kommt. Wichtiger mag dabei der
Nulldurchgang des Phasenplots sein, bei dem der Blindwiderstand der dendritischen
Leitung Null betrégt (Spannung und Strom sind in Phase, keine Energie wird fiir den
Aufbau des magnetischen Feldes verbraucht). Hierbei gelangt die meiste Wirkleistung
aus den synaptischen Eingéngen an das Soma und steht somit zur Depolarisation zur
Verfiigung.

Die Messungen dieser Arbeit zeigen, dass der Nulldurchgang des Phasenplots analog
zur Resonanzfrequenz zu niedrigeren Frequenzen verschoben wird. In Ubereinstimmung
mit der Verschiebung der Resonanzfrequenz und der Erhéhung des Scheinwiderstandes
fiihrt dies zu einem Frequenzverhalten, bei dem bei niedrigeren Frequenzen die maximale
Erregung des Soma stattfindet.

Die I, bedingte Resonanz tritt bei Spannungen um das Ruhemembranpotential und
darunter auf. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass unter bestimmten Bedingungen
diese Resonanzfrequenz die Aktionspotentialfrequenz des Neurons bestimmt (Richardson
etal. 2003): Wenn die Feuerfrequenz des Neurons gering ist, werden Eingangssignale
mit einer Frequenz nahe der Resonanzfrequenz préferentiell verstéirkt und iiben den
grofiten Einfluss auf die Feuerfrequenz auf. Die Feuerrate der Neurone im Cortex ist sehr
gering (im Durchschnitt weniger als ein Aktionspotential alle 15s, Margrie et al. 2002))
und erfiillt somit die Voraussetzung fiir einen signifikanten Einfluss des untersuchten
Frequenzverhaltens auf die Feuerrate.

Die durch IFN-f ausgeloste Modulation des Iy fiihrt zu einer Hyperpolarisation
des Ruhemembranpotentials und einer Erhéhung des Eingangswiderstandes und der
Eingangsimpedanz (iiber den gesamten getesteten Frequenzbereich, quantifiziert fiir den
Impedanzwert bei der Resonanzfrequenz). Des Weiteren bewirkt IFN-f3 eine Verminderung
der Resonanzfrequenz und einen kleineren Bereich préferierter Eingangsfrequenzen.

4.1.2 Interferon moduliert weitere lonenkanile
4.1.2.1 Bestatigung der Modulation des Feuerverhaltens

Von Hadjilambreva et al. (2005) konnte gezeigt werden, dass die Gabe von IFN-f zu
einer Erhohung der neuronalen Erregbarkeit fithrt (Erhohung des gains und Verschiebung
der Rheobase zu kleineren Stromwerten). Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden
Arbeit mit der whole cell patch clamp Methode qualitativ bestitigt werden. Allerdings
wurde ein geringerer Effekt als in den Vorarbeiten beobachtet (siehe 3.2.1 auf Seite 66).
Dies konnte an den unterschiedlichen Messmethoden liegen: bei den von Hadjilambre-
va etal. (2005) verwendeten Einstichelektroden kommt es zu keiner Verdiinnung der
intrazelluldren Fliissigkeit, wie sie hingegen beim patch clamp durch den Austausch zwi-
schen der Pipettenlosung und dem Cytosol auftritt. Die Verringerung der intrazelluldren
Substanzen konnte kritisch auf die Signalkaskade wirken und damit den verringerten
Effekt erklaren. Aufgrund dessen kann spekuliert werden, dass sich in vivo Interferone
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4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

starker auf neuronale Ionenkanéle auswirken als in vitro (mit der whole cell patch clamp
Konfiguration) beobachtet.

4.1.2.2 Multiple lonenkanalmodulationen durch IFN

Unklar waren bislang die der Anderung des Feuerverhaltens zugrundeliegenden Ionen-
kanalmodulationen; die Modulation des I}, war fiir die beobachtete Verdnderung des
Feuerverhaltens nicht notwendig. Die Aufklarung der Ionenkanalmodulationen mittels
kombinierter Blockersubstanzen hatte sich als nicht zielfiihrend herausgestellt, da die
verwendeten Substanzen nicht spezifisch genug auf einen bestimmten Ionenkanal wirken
(Hadjilambreva et al. 2005).

Um die Frage zu kldren, wurde ein in silico Modell erstellt, welches das in wvitro
beobachtbare Feuerverhalten ausreichend genau reproduzieren konnte. Die Modelle der
unterschiedlichen Ionenkanéle wurde dafiir zum grofiten Teil aus der NEURON Modell
Datenbank iibernommen. Fiir den I;, konnte das zuvor erstellte HCN1 und HCN2
explizite Modell iibernommen werden; somit war eine Reproduktion der spezifischen
HCN1 Modulation durch IFN-f3 moéglich. Auch fiir den grofien Kalzium abhéngigen
Kaliumkanal (BK) wurde ein neues Modell erstellt, da die duale Abhéngigkeit von
der Spannung und dem Kalziumgehalt (und auch die Kalziumabhingigkeit der Uy)
in keinem gefunden Modell zufriedenstellend gelést war. Das neue BK Modell (siehe
3.2.2.1 auf Seite 68) erlaubt eine explizite Angabe der verschiedenen Abhéngigkeiten
der Aktivierung. Aufgrund der unzureichenden experimentellen Daten war allerdings
die Einarbeitung einer spannungs- und kalziumabhéngigen Kinetik nicht moglich. Die
Zeitkonstante der Kinetik wurde deshalb konstant mit 1 ms angenommen, die Anpassung
der Offnungswahrscheinlichkeit aufgrund einer Verinderung des Kalziumspielgels erfolgte
instantan. Somit war das BK-Kanalmodell schnell genug, um auf ein Aktionspotential
mit einer Anderung des Aktivierungszustandes zu reagieren (Womack und Khodakhah
2002).

Die Kompartiment- und Distanzabhéngigkeit der Kanéle wurden dem Modell aufgrund
experimenteller Ergebnisse zugewiesen (siehe Tabelle 3.3 auf Seite 72). Danach erfolgte
eine Anpassung der maximalen Leitfahigkeiten der zugewiesenen Kanile, um (1) die
in vitro Befunde unserer Arbeitsgruppe und (2) publizierte Parameter (Verhalten nach
Blockade bestimmter Kanéle, Ausmaf$l der backpropagation) zu reproduzieren.

In dem fertig gestellten Modell erfolgte die Untersuchung der Auswirkungen unter-
schiedlicher Kanalmodulationen. Dabei stellte sich heraus, dass die wahrscheinlichste
Erklarung fiir das verdnderte Feuerverhalten eine kombinierte Modulation der folgenden
Tonenkanile ist:

« HCNI1 Kanal,
e M - Typ Kalium Kanal,
o grofler Kalzium abhéngiger Kaliumkanal (BK),

o persisitierend 6ffnender Natriumkanal durch Uy Verschiebung.
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4.2 Implikationen

Neben der Modulation des I, konnte fiir einen weiteren, der durch das Modell postu-
lierten Stréme, den I, eine Modulation durch IFN-f3 auch bereits nachgewiesen werden
(siche 3.2.3 auf Seite 75).

Ein gemeinsamer Bestandteil sowohl der Typ I als auch der Typ II Interferonsignal-
kaskade ist die Aktivierung der Protein Kinase C (PKC). Fir alle oben angefiihrten
Ionenkanéle konnte eine Modulation durch PKC entweder bereits gezeigt werden (Ip,:
Lee et al. 2010; BK: Kizub et al. 2010; Zhou et al. 2010; Iy,p: Curia et al. 2004) oder wird
stark vermutet (HCN(1): Cathala und Paupardin-Tritsch 1997; Liu et al. 2003; Brager und
Johnston 2007; Carr et al. 2007; Li et al. 2010). Die Aktivierung von PKC kénnte somit
die gemeinsame Ursache fiir alle durch Interferon ausgelésten Ionenkanalmodulationen
darstellen (siehe 4.2.3 auf Seite 84).

Die vorliegenden Ergebnisse bestétigen z. T. die von Hadjilambreva et al. (2005) durch-
gefiihrten Untersuchungen zur Bestimmung der dem verénderten Feuerverhalten zugrunde-
liegenden Ionenkanéle. Diese deuteten auf eine Involvierung des I,,, des kalziumaktivierten
Kaliumstromes und des T - Typ Kalziumstromes hin. Die Modulation der beiden ersten
Strome ist fiir die Modulation des Feuerverhaltens notwendig, die des T - Typ Kalzium-
stromes nicht (die PKC Abhéngigkeit dieses Stromes wird zu Zeit kontrovers diskutiert,
siehe 4.2.3). Ausgeschlossen wurde in der Arbeit von Hadjilambreva et al. (2005) eine
Rolle des I,,ap bei der Verdnderung des Feuerverhaltens, da keine Verédnderung der Akti-
onspotentialschwelle festgestellt werden konnte. I, spielt allerdings eine grofie Rolle bei
der Bestimmung der Rheobase (Curia etal. 2004), und eine Modulation dieses Stromes
ist fir die Reproduktion des in vitro Ergebnisse notwendig (Abb. 3.16¢). Warum sich
diese Modulation nicht in einer Verdnderung der Aktionspotentialschwelle widerspiegelt,
muss noch geklart werden.

Multiple Kanalmodulationen liegen der erhohten Erregbarkeit nach IFN-f Applika-
tion zugrunde. Durch die postulierte Aktivierung von PKC kénnen alle notwendigen
Kanalmodulationen mit dem Interferonsignalweg gekoppelt werden.

4.2 Implikationen

4.2.1 Erregungssteigerung durch I,, Verminderung

Bisherige Veroffentlichungen zur neuronalen Wirkung von Interferonen (Calvet und
Gresser 1979; Reyes-Vazquez et al. 1982; Miiller et al. 1993; Dafny et al. 1996) zeigen
durchgehend eine Erhohung der Erregbarkeit (siehe 1.2.5 auf Seite 7). Die Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe (Hadjilambreva et al. 2005, Resultate der vorliegenden Arbeit; Stadler et
al. in Rev.) stimmen in weiten Teilen damit iiberein. Diskutiert werden muss allerdings,
inwieweit die Reduktion des I[},, die sowohl eine Reduktion des Ruhemembranpotentials
als auch ein Erhohung des Eingangswiderstandes bewirkt, in dieses Bild passt:

Der I}, zeigt eine kontextabhingige Wirkung auf die neuronale Erregbarkeit (George et
al. 2009):
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1. Fiir sich alleine betrachtet weist der I, eine rein erregungssteigernde Wirkung auf.
Die depolarisierende Wirkung des Na™ und K+ Einstromes iiberwiegt iiber die
Verminderung des Eingangswiderstandes; die Spitzendepolarisation, die durch ein
EPSP erreicht wird, vermindert sich nach Block des I}, (George et al. 2009).

2. Im Zusammenspiel mit anderen Kanélen verdndert sich das Bild. I, bewirkt weiter
eine Depolarisation der Zellmembran, diese verursacht allerdings die Aktivierung
von weiteren Ionenstromen. Diese verringern den Eingangswiderstand fiir Eingangs-
signale, die somit zu einer geringeren Auslenkung der Spannungsamplitude fiihren.
Als modulierender Kaliumstrom konnte dafiir am Soma der I, identifiziert werden
(George et al. 2009). Fiir Dendriten (Tsay et al. 2007) und die Prasynapse (Huang
etal. 2011) kann ein dhnlicher Mechanismus fiir Kalziumkanéle postuliert werden.
Die konstante Depolarisation durch den Iy fithrt zu einer Inaktivierung der Kalzi-
umkanéle (vor allem des T-Typ), die somit nicht fiir einen depolarisierenden Ca?t
Einstrom im Zuge eines EPSP zur Verfiigung stehen.

Aus 2. kann auf die Erregungssteigerung der I, Reduktion durch Interferon geschlossen
werden: die Reduktion des I, hyperpolarisiert das Ruhemembranpotential und verringert
somit den Aktivierungszustand der M - Typ Kaliumkanéle. Dass diese durch Interferon
ebenfalls vermindert werden (siehe 3.2.3 auf Seite 75), verstarkt die Wirkung.

4.2.2 Vergleich mit anderen I, reduzierenden Substanzen

Einige Anésthetika verursachen eine mit der Interferonwirkung z.T. vergleichbare Iy
Reduktion:

o Ketamin bewirkt eine Reduktion der I, Amplitude um etwa 30 %, die durch
eine spezifische Interaktion mit HCN1 vermittelt wird. Dabei tritt, wie in der
vorliegenden Arbeit, eine Verschiebung der Resonanzfrequenz bei gleichzeitiger
Erh6hung der Impedanz auf. Allerdings war diese mit einer Verminderung der Stérke
der Resonanz, (), verbunden, ebenfalls im Unterschied zu den Interferonresultaten
fithrt Ketamin auch zu einer Verschiebung der Uy, der Aktivierungsfunktion (Chen
etal. 2009a).

e Propofol bewirkt ebenfalls eine Verminderung des Iy, wie bei Ketamin ist diese mit
einer Verschiebung der Uy verbunden (Lyashchenko etal. 2007).

o Isofluran verringert den Iy, in wild type als auch in HCN1 - /- Mé&usen, allerdings ist
die Verminderung nur in ersteren mit einer Verschiebung der U}, verbunden (Chen
etal. 2009b).

Die Verschiebung der Uy, bei diesen Substanzen deutet auf eine von der Vermittlung
des Interferoneffekts unterschiedliche Tonenkanalmodulation!? hin (wahrscheinlich durch

2Unter Umsténden sorgen auch die durch die Anisthetika zusétzlich hervorgerufenen Anderungen,
hervorgehoben sei hier der Block der NMDA Kandle, fiir weitere Unterschiede zwischen den beiden
Substanzen.
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eine Verdnderung der Wechselraten zwischen verschiedenen Aktivierungszustdnden,
Lyashchenko et al. 2007). Allerdings kann die Auswirkung der Anésthetika einen Hinweis
auf die Rolle der I, Reduktion liefern: Ketamin (zusammen mit Xylazin) verursacht
eine Erhohung der dendritischen Erregung mit deutlichen Auswirkungen auf das Feu-
erverhalten (Potez und Larkum 2008). Zuriickgefithrt werden kann dieser Befund auf
die Verminderung des Iy, die eine starkere Kopplung des distalen Eingangsbereiches am
dendritischen tuft mit dem Soma bewirkt (Berger etal. 2003) und das Zeitfenster fiir
Koinzidenzdetektion der Eingangssignale verlangert (Berger und Liischer 2003).

Im Zusammenhang mit der I;, Reduktion durch Ketamin wird als mégliche Ursache fiir
die andsthetische Wirkung eben diese engere Kopplung zwischen distalen Dendriten und
Soma postuliert (Chen et al. 2009a). Diese soll niederfrequente kohérente Oszillationen
innerhalb des Cortex erméglichen. In Ubereinstimmung damit kann bei der Anisthesie
mittels Ketamin eine langsame EEG Oszillation (f < 1Hz) beobachtet werden, die
den langsamen Oszillationen des Schlafes gleicht. Eine Verschiebung des EEG hin zu
niedrigeren Frequenzen konnte von unserer Arbeitsgruppe auch fiir IFN-f3 nachgewiesen
werden (Stadler etal. in Rev.) und treten auch im Zuge einer IFN-« Applikation auf
(Kamei et al. 2005).

4.2.3 PKC verbindet die Interferonsignalkaskaden mit den lonenkandlen

Die Verinderung des neuronalen Feuerverhaltens aufgrund einer IFN-f3 Applikation
kann im Modell nur durch multiplen Ionenkanalmodulationen reproduziert werden. In
einer vorangegangen Arbeit (Beyer et al. 2009) konnten wir zeigen, dass auch bei einem
Block der Proteinsynthese eine Steigerung der iiberschwelligen Erregbarkeit in Folge von
IFN-B auftritt. Somit kann eine Verbindung zwischen dem IFN-f Signalweg und den
Tonenkanélen durch die Synthese von Proteinen, die durch interferonstimulierte Gene
codiert werden, ausgeschlossen werden. Als Alternative verbleibt eine Aktivierung diverser
Signalkaskadenbestandteile, die sekundér auch auf Ionenkanéle wirken.

Fir die mitogenaktivierte Proteinkinase p38 konnte eine solche Rolle postuliert werden:
Sie wird sowohl innerhalb des Typ I als auch des Typ II Interferonsignalweges aktiviert
(Abb. 4.1) und ein Einfluss der p38 auf Ionenkanile (fiir I, z. B. in Poolos et al. 2006)
und neuronale Parameter (Kelly et al. 2003) konnte bereits gezeigt werden. Allerdings
werden nicht alle moglichen Bestandteile des Interferonsignalweges in allen Zelltypen
aktiviert. So konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass p38 in corticalen Neuronen durch
IFN-f nicht aktiviert wird (Stadler etal. in Rev.). Gegen p38 spricht auch, dass diese zu
einer Erhohung des I, bedingt durch eine Depolarisation der Uy, fithren sollte (Poolos
et al. 2006).

Ein weiterer ubiquitérer Bestandteil der Interferonsignalketten ist die Protein Kinase C
(PKC). Verschiedene Arten der PKC werden sowohl von Typ I Interferonen (Uddin etal.
2002; Kaur et al. 2005a; Redig et al. 2009) als auch Typ II Interferonen (Deb et al. 2003;
Gough etal. 2008; Seo et al. 2009) aktiviert (Abb. 4.1). Aktuell finden sich zunehmend
Hinweise, dass PKC eine bedeutende Rolle bei der Modulation von Ionenkanélen aufweist.
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Abbildung 4.1: PKC Aktivierung im Typ I als auch Typ II Interferonsignalweg. Zwischen
dem Typ I und Typ II Signalweg kommt es zu mehreren Uberschneidungen: fiir die Aktivierung
der p38 kann ein Einfluss auf die Ionenkanalmodulationen in Layer V Pyramidenneuronen
ausgeschlossen werden (siehe Text), ebenso eine Synthese der gleichen Proteine (Beyer et al. 2009).
Eine weitere Uberschneidung besteht in der Aktivierung unterschiedlicher Typen der PKC in
beiden Signalwegen. Aktuelle Veroffentlichungen zeigen, dass mehrere Ionenkanéle durch PKC
moduliert werden und in dem in silico Modell in dieser Arbeit konnten die in vitro Ergebnisse
nach Einarbeiten der postulierten PKC Abhéingigkeiten reproduziert werden.

Die Abbildung wurde anhand der Daten in Uddin et al. (2002); Srivastava et al. (2004); Bekisz et
al. (2004); Pestka et al. (2004); Kaur etal. (2005b); Kaur et al. (2005a); Katsoulidis et al. (2005);
Takaoka und Yanai (2006); Stark (2007); Gough etal. (2008); Redig et al. (2009) angefertigt.

o Die Aktivierung von PKC fiihrt zu einer beinahe sofort einsetzenden Reduktion des
M - Typ Kaliumstromes durch eine Phosphorylierung des Kanals (Lee et al. 2010).

« PKC vermindert die Offnungswahrscheinlichkeit der grofien kalziumabhéingigen
Kaliumkanéle (Zhou etal. 2010).

o PKC verschiebt die Aktivierungskurve der persistierenden Natriumkanéle ndher
ans Ruhemembranpotential und reduziert die Rheobase (Curia etal. 2004).

e Fiir den T - Typ Kalziumstrom gibt es sowohl Berichte, dass PKC zu einer Vermin-
derung (Rangel etal. 2010) als auch zu einer Erhohung des Stromes fithrt (Zheng
etal. 2010).

Aufgrund der widerspriichlichen Berichte hinsichtlich des Einflusses der PKC auf
den T - Typ Kalziumstrom wurden nur die ersten drei Modulationen in das in silico
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Modell eingearbeitet. Dies war hinreichend, um die in vitro beobachtete Verdnderung des
Feuerverhaltens durch IFN-f3 zu reproduzieren (siehe 3.2.2.3 auf Seite 73).

PKC koénnte somit die Verbindung zwischen dem Interferonsignalweg und den fiir die
Anderung der iiberschwelligen Erregbarkeit notwendigen Kanalmodulationen darstellen.
Des Weiteren konnte die Aktivierung der PKC auch die Modulation der HCN Kanéle
durch Interferon vermitteln. Es gibt mehrere Hinweise, dass PKC einen Einfluss auf
HCN Kanéle ausiibt (Cathala und Paupardin-Tritsch 1997; Liu et al. 2003; Brager und
Johnston 2007; Carr etal. 2007; Li et al. 2010). In letzterer Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Orexin A (ein Neuropeptidhormon, das PKC aktiviert) zu einer Reduktion des Iy,
fithrt. Wie in der vorliegenden Arbeit fiir Interferon gezeigt, verursachte Orexin A neben
einer Reduktion des Stromes auch eine Verlangsamung der Kinetik (aus den Abbildungen
in Li etal. 2010 ersichtlich). Die Autoren postulieren auch eine spezifische Reduktion
von HCN1, da nach der Applikation von Orexin A eine Verschiebung der Uy, auftrat.
Dies hingt wahrscheinlich mit dem hoheren Anteil von HCN2 in dem verwendeten
Expressionssystem (Layer V Neurone des prelimbischen Cortex) zusammen, da in diesen
Zellen auch eine Erhohung des I, durch cAMP Gabe erreicht werden konnte. In Layer V
Pyramidenneuronen des somatosensorischen Cortex kann hingegen durch Verdnderung
des cAMP Gehalts keine Modulation des I}, erzielt werden (Kole etal. 2006, siehe auch
3.1.4.1 auf Seite 60). Bis dato fehlt aber ein direkter Nachweis einer I, Modulation
in Layer V Pyramidenneuronen durch PKC. Unklar ist auch, warum die potentielle
Modulation des Iy durch PKC von der Proteinsyntese abhidngt. Spekuliert wird, dass
zwischen dem Interferonsignalweg und dem HCN Kanal ein Protein mit hoher Umsatzrate
vermittelt (Beyer et al. 2009).

Eine messbare Zunahme der aktivierten PKC erfolgt bereits fiinf Minuten nach Appli-
kation von Interferon (gezeigt fiir IFN-«, Zhao etal. 2005) und wére somit schnell genug,
um den Zeitverlauf der beobachteten Ionenkanalmodulation zu erkldren (Abb. 3.1c).

PKC wird im Zuge der Interferonsignalkette aktiviert. Neuere Arbeiten zeigen auch
multiple Kanalmodulationen durch PKC, deren Implementierung im in silico Modell die
vorgefundenen in vitro Ergebnisse reproduzieren lassen.

4.2.4 Betrachtung des gesamten Effekts - sickness behaviour

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Auswirkungen von Interferon auf einzelne
Neurone. Von diesen Befunden einen Schluss auf die Verdnderungen durch Interferon im
neuronalen Verbund und dariiber hinaus auf eine Anderung des Motivationszustandes zu
ziehen, erscheint schwierig. Einige Hinweise sprechen allerdings fiir eine bedeutende Rolle
der Interferone bei der Generierung des sickness behaviour:

4.2.4.1 I, Verianderung aufgrund von Erkrankungen

Derzeit wird intensiv an dem Zusammenhang zwischen neuronalen Ionenkanalverdnde-
rungen und diversen Krankheiten geforscht, wenn auch mit Hauptaugenmerk auf vererbte
Verdnderungen (Kullmann und Waxman 2010). So konnten auch fiir den [, Veranderung
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im Zuge von unterschiedlichen Erkrankungen nachgewiesen werden (Linden et al. 2003;
Strauss et al. 2004; Lewis und Chetkovich 2011). Dabei treten mitunter widerspriichliche
Effekte auf: so soll die erhéhte Erregbarkeit durch die Verminderung des Iy, einerseits
fiir den erh6hten Wachsamkeit in Zusammenhang mit Orexin A verantwortlich sein (Li
etal. 2010) als auch fur die Schlafrigkeit im Zuge einer Ketamin Anésthesie (Chen et
al. 2009a). Schlussfolgern kann man daraus, dass die Auswirkung einer I;, Modulation
kontextabhangig ist und keine Verallgemeinerungen zulésst.

4.2.4.2 Interferon und Verhaltensanderungen

Die (therapeutische) Applikation von Interferon fithrt zu Verhaltensénderungen im
Menschen (siehe 1.2.4 auf Seite 7) und im Tiermodell (Segall und Crnic 1990; Plata-
Salaman 1992; Wang et al. 2009). Trotzdem wird derzeit hauptséchlich die Rolle der
Interleukine (IL) im Zusammenhang mit sickness behaviour diskutiert (Clark et al. 2008;
McAfoose und Baune 2009; Dantzer 2009). Dabei wird vor allem die Rolle von IL-
1 betont, da nach Blockade des IL.-1 Rezeptors (mittels geeigneter Substanzen oder
in der IL-1 -/- Maus) verschiedene Aspekte des sickness behaviour (Reduktion des
Sozialverhaltens, Verminderung der Futteraufnahme) nur noch vermindert auftreten
(Dantzer 2009). Inwieweit diese Effekte aber direkt durch IL-1 ausgelost werden oder
auf anderen, der IL-1 Aktivierung nachgeschalteten Cytokinen, beruhen, konnte bisher
nicht geklért werden. Neuere Befunde zeigen, dass Typ I Interferone die Produktion
von IL-1 hemmen (Guarda etal. 2011). Dies spricht stark fiir eine eigene, nicht iiber die
Aktivierung von IL-1 vermittelte, Rolle der Interferone bei der Ausbildung des sickness
behaviour.

Mit der gewéahlten Methode, whole cell patch clamp, konnen neuronale Veranderungen
innerhalb der ersten Stunde nach Interferonapplikation beobachtet werden. Diese weichen
unter Umsténden von den Auswirkungen eines permanent erhéhten Interferonspiegels
ab. So zeigt z. B. eine Verhaltensstudie von Wang et al. (2009) einen zu den bekannten
Interferontherapienebenwirkungen im Gegensatz stehenden antidepressiven Effekt von
IFN-« in M&usen wiahrend eines Schwimmtests. Die Autoren fithren dies auf eine mégliche
priméire Wirkung von Interferon zuriick, die wie im Menschen eine (erhohte) Verwirrtheit
sein soll. Rein spekulativ konnte man diese auf die verdnderte dendritsche Integration
und die Modulation des Feuerverhaltens zuriickfithren. Bei einer reinen Messung der
Aktivitdt nach einer Interferonapplikation tritt eine Reduktion der Bewegung und des
Fressverhaltens nach zwei bis vier Stunden auf (Segall und Crnic 1990).

Erschwert wird eine Riickfithrung des sickness behaviour auf bestimmte Ionenkanalver-
dnderungen aufgrund von Interferon durch die Aktivierung unterschiedlicher, potentiell
ebenfalls neuromodulatorisch wirksamer Cytokine durch eine Infektion (Schiepers et al.
2005; Takaoka und Yanai 2006; Takeuchi und Akira 2009; Flannery und Bowie 2010).
Wabhrscheinlich lassen sich nicht bestimmte Eigenschaften der sickness behaviour auf
bestimmte Cytokine, im speziellen Interferon, zuriickfithren, hingegen ist Interferon an
der Ausbildung des gesamten Symptomkomplexes beteiligt.

Bemerkenswert bei der Betrachtung der neuromodulatorischen Wirkung von Interfe-
ronen ist die gerichtete Auswirkung der Effekte. Interferon reduziert I, (mit den unter
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4.2.1 auf Seite 82 besprochenen erregungssteigernden Wirkungen), reduziert diverse
Kaliumstrome (I, Ipk) und verschiebt die Aktivierung von I, mit ebenfalls erregungs-
steigernden Konsequenzen. Dabei kommt es zu keinen grofien Verdnderungen bei einzelnen
Kanalparametern, sondern zu vielen kleinen Modifikationen. Dies stimmt iiberein mit
der Theorie, dass dadurch ein effektiverer Wechsel zwischen verschiedenen neuronalen
Zustéanden ermoglicht wird (Goldman et al. 2001).

Die durch Interferon ausgelosten Ionenkanalmodulationen bewirken einen durch eine
hohere Erregbarkeit gekennzeichneten neuronalen Zustand. Dieser bewirkt funktionelle
Anderungen neuronaler Parameter (siehe 4.1.1.4 auf Seite 79), fiir die aufgrund der
prominenten Rolle der Layer V Pyramidenneurone in der Signalverarbeitung innerhalb
des Cortex (siehe 1.3.1 auf Seite 9) eine Verhaltensrelevanz postuliert werden kann. Dies
konnte eine der zellularen Grundlagen des sickness behaviour darstellen.

4.2.5 IFN, ein universeller Neuromodulator?

Interferon wird nicht nur im Zuge von Infektionserkrankungen ausgeschiittet, sondern z. B.
auch bei Verletzungen des Gehirns (Khorooshi und Owens 2010). Entziindungsassoziierte
Cytokine werden auch durch Stress hochreguliert (Kemeny 2003) und stellen somit einen
der Verbindungswege zwischen dem Neuro- und Immunsystem dar (Ziemssen und Kern
2007). Des Weiteren konnte ein geringer konstitutiver Interferonspiegel im Organismus
(Takaoka und Yanai 2006), spezifischer im ZNS (Prinz et al. 2008) nachgewiesen wer-
den. Dass Interferone somit als generelle Neuromodulatoren wirken, erscheint moglich.
Allerdings miusste geklart werden, ob die erreichten Interferonkonzentrationen fiir eine
wirksame Modulation ausreichen. Eine &hnliche Rolle als generelle Neuromodulatoren
wird auch fiir die Cytokine IL-1 und TNF-o postuliert (Vitkovic et al. 2000).

4.3 Methodenkritik

4.3.1 Patch clamp

Die verwendete Messmethode whole cell patch clamp ermdglicht eine niederohmige
Verbindung zwischen dem Messverstirker und dem Zellinneren. Damit ist eine genaue
Bestimmung der Amplituden und Kinetik der Ionenstréome moglich. In Kauf genommen
wird dabei eine Vermischung des Cytosols mit der Messlosung in der Pipette. Dies
bewirkt eine Storung der intrazelluldren Signalkaskade und u.U. die Verminderung
diverser Strome wihrend des Experimentverlaufs (run down).

Die dieser Arbeit vorangegangen Untersuchungen (Hadjilambreva et al. 2005) konnten
jedoch zeigen, dass der Effekt auch bei ungestorter Cytosolzusammensetzung auftritt.
Interessanterweise wurde dabei eine starkere Verdnderung des Feuerverhaltens nach IFN-3
beobachtet. Dies deutet daraufhin, dass mittels whole cell patch clamp das Ausmafl des
Effekts eher unterschitzt wird (siehe 3.2.1 auf Seite 66).

Eine Alternative zu der gewéhlten Methode bestiinde in der Verwendung von cell
attached Messungen. Dabei wird die Zellmembran nicht aufgerissen und der Ionenstrom

88



4.3 Methodenkritik

von der Auflenseite der Zelle gemessen. Da die Interaktion zwischen IFN-f3 und HCN
Kanal nicht direkt tiber eine Bindung am Kanal vermittelt wird (siehe 3.1.3.1 auf Seite
55), wire mit dieser Methode auch eine Messung des Interferoneffekts auf I, moglich.
Jedoch ist die Dichte an HCN Kanélen am Soma zu klein fiir eine verldssliche Bestimmung
der Iy Amplitude, es miissten Messungen am Dendriten erfolgen. Dort kann der cell
attached Modus allerdings nicht fiir die zur Ausbildung des Interferoneffekts notwendige
Zeitdauer stabil aufrechterhalten werden (Kole, pers. comm.).

Als alternative Messmethode stiinde noch perforated patch clamp zur Verfiigung. Dabei
erfolgt dhnlich dem whole cell Modus eine Messung des Stromes durch den Stromfluss
zwischen Cytosol und Messverstérker. Allerdings wird der Zugang zum Zellinneren durch
Perforation der Zellmembran erreicht. Der dabei entstehende Zugang ermdoglicht nur
den Austausch monovalenter Ionen, die intrazelluldren Signalwege blieben weitgehend
erhalten. In Kauf genommen wird dabei ein héherer serieller Widerstand, der unter
Umsténden die prazise Messung von Aktionspotentialen und Kanalkinetik erschweren
konnte. Trotzdem wére diese Messmethode fiir die Bestatigung des postulierten PKC
Vermittlung des Effekts zu erwégen.

4.3.2 Verwendete Interferonkonzentration

Fiir die Messungen in dieser Arbeit wurden durchgehend 1000 U ml~! Interferon verwendet.
Diese Konzentration hat sich bei Vorarbeiten als wirksam fiir die Neuromodulation
erwiesen (Hadjilambreva et al. 2005; Daten aus der Dissertation von Claudia Bierwirth in
Stadler et al. in Rev.) und liegt im Bereich der Konzentration, wie sie auch im Serum
von mit Mengo Virus infizierten Méusen (iiber 300 Uml™!) erreicht wird (Heremans
etal. 1980). Wichtiger als die generelle Interferonkonzentration ist wahrscheinlich die
kleinrdumig erreichte in den Interzellularrdumen, vor allem angesichts der Tatsache, dass
sowohl Neurone (Delhaye et al. 2006) als auch gliale Zellen (Paul et al. 2007) Interferon
produzieren.

Dass die durch eine Virusinfektion erhéhte Interferonkonzentration zur Reduzierung des
Iy, ausreicht, wurde vor kurzem in unserer Arbeitsgruppe bestétigt. Nach einer Infektion
mit dem Theiler Virus (GDVII Linie, Delhaye et al. 2006) konnte am Tag 4 bis 5 nach der
Infektion eine signifikante Reduktion des I}, festgestellt werden (Stadler et al. in Rev.).

4.3.3 In silico Modell

Das erstellte Modell zur Simulation des Feuerverhaltens beinhaltet nicht alle bekannten Io-
nenstrome. So wurden z. B. die unterschiedlichen Kaliumkanéle mit vier transmembranen
Domiinen (2 pore domain K* Kanile, siehe 1.3.3.2 auf Seite 12) in einer einzigen Leck-
leitfahigkeit zusammengefasst. Des Weiteren fehlen Kanalmodelle fiir Kaliumkanéle mit
zwei transmembranen Doménen (Kir) und den kleinen kalziumabhéngigen Kalium (SK)
- Kanal. Synaptische Eingédnge wurden dem Modell ebenfalls nicht zugewiesen, da sich
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die Untersuchungen auf die neuromodulatorischen Wirkungen auf spannungsabhéngige
Ionenkanile konzentrierten's.

Trotz dieser Einschriankungen reproduziert das Modell das in vitro beobachtete Feuer-
verhalten (Abb. 3.16b) und, nach Kanalmodulation aufgrund bekannter PKC Abhéngig-
keiten, dessen Verdnderung nach Interferonapplikation (Abb. 3.16c).

Im Sinne von Ockhams Skalpell wurde versucht, ein moglichst einfaches Modell zu
erstellen, das die oben genannten Voraussetzung erfiillt. Nicht ausgeschlossen werden
kann jedoch, dass die nicht eingearbeiteten Kanéle ebenfalls von Interferon moduliert
werden. Der weitere Ablauf zur Bestéitigung des Modells bestiinde in der Messung der
Interferonabhéngigkeit der gefunden Kanéle. Das Ausmafl der Modulation miisste dann in
das Modell eingearbeitet werden, um zu tiberpriifen, ob auch mit diesen in vitro Befunden
die gleiche Anderung des Feuerverhaltens auftritt. Falls nicht, miisste versucht werden
durch Einarbeitung der fehlenden Kanéle eine solche zu erreichen.

Prinzipiell eingeschrankt (hinsichtlich der Reproduzierung der in vitro Messungen)
wird das Modell durch die unzureichende Datenlage zur Verteilung und Kinetik mehrerer
Tonenkanéle. Wiinschenswert wiére fiir jeden Kanal eine Bestimmung der Leitfdhigkeit in
den unterschiedlichen Kompartimenten, vor allem entlang des apikalen Dendriten. Diese
Daten stehen allerdings nur fiir wenige Kanéle zur Verfiigung, falls moglich, wurde bei
fehlenden Daten auf publizierte Messungen in CA1 Pyramidenneuronen ausgewichen.

4.4 Ausblick

4.4.1 Uberpriifung der Rolle von PKC

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die beobachtete Steigerung der neuronalen
Erregung durch Interferon nur mit multiplen Kanalmodulationen erkléart werden kann.
Als gemeinsamer Mechanismus, der diese Modulationen mit dem Interferonsignalweg
verbindet, postuliere ich eine Aktivierung von PKC. Daraus ergeben sich drei notwendige
Experimentsétze:

1. Werden die in der in silico Simulation gefunden Ionenkanéle auch tatsédchlich durch
Interferon moduliert?

2. Kommt es in Neuronen zu einer Aktivierung von PKC nach Interferonapplikation?

3. Werden die gefundenen Ionenkanéle auch durch PKC moduliert?

Punkt 1 dient der Bestéatigung des erstellten Modells. Falls die gefundenen Modula-
tionen nicht den in silico Voraussagen folgen, miisste nach alternativen Verénderungen
gesucht werden. Einerseits bestiinde die Moglichkeit, dass einer der nicht eingearbeiteten
spannungsabhéngigen Kanéle eine wichtigere Rolle spielt als angenommen (siehe 4.3.3

13 Allerdings fand (wahrscheinlich) eine implizite Zuweisung aufgrund der sigmoidalen Verteilung des
Eingangswiderstandes statt. Dies wurde aus der Originalbeschreibung (Stuart und Spruston 1998)
iibernommen. Wahrscheinlich ist diese, unabhéngig von I, auf eine distanzabhéngige Verteilung
synaptischer Kanile zuriickzufiihren (Kole & Stuart/Strauss, pers. comm.).
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auf Seite 89) oder dass eine Modulation der synaptischen Ionenkanéle stattfindet. Um
letzteres auszuschliefen, sollten Voruntersuchungen zur Modulation des Feuerverhaltens
bei einem vollstdndigen Block der synaptischen Kanéle erfolgen. Auch davon unabhéngig
erscheint eine Untersuchung der synaptischen Ubertragungsfunktion nach Interferon
sinnvoll, da IFN-f zu einer Verdnderung der Synthese von Transportproteinen fiihrt
(Beyer et al. 2009). Fiir IFN-« konnte ein Einfluss auf das Neurotransmittersystem bereits
nachgewiesen werden (Schaefer et al. 2003).

Punkt 2 ist eine notwendige Voraussetzung fiir die postulierte PKC abhéngige Modula-
tion neuronaler Ionenkanéle durch Interferon. Nicht alle Bestandteile des Interferonsignal-
weges werden in allen Zelltypen aktiviert. So konnte z. B. unsere Arbeitsgruppe zeigen,
dass p38 in corticalen Neuronen durch IFN-f3 nicht aktiviert wird. Die ubiquitére Rolle
von PKC in der Interferonsignalkaskade (Abb. 4.1) spricht allerdings fiir eine Aktivierung
auch in Neuronen.

Punkt 3 scheint weitgehend geklirt, da in das Modell die veroffentlichten Kanalmodu-
lation durch PKC eingearbeitet wurden (obschon keine dieser Kanalmodulationen in
Layer V Pyramidenneuronen gezeigt wurde). Unbestétigt, aber vermutet (Cathala und
Paupardin-Tritsch 1997; Liu et al. 2003; Brager und Johnston 2007; Carr et al. 2007; Li et
al. 2010), ist bisher die Modulation des HCN Kanals durch PKC. Diese miisste, um die
vorliegenden Ergebnisse zu bestétigen, HCN1 spezifisch erfolgen. Wenig sinnvoll erscheint
eine Uberpriifung, ob durch Blockade des PKC die Modulation der Ionenkanile verhindert
werden kann: aufgrund der ubiquitdren Rolle der PKC in der Interferonsiganlkaskade
(Abb. 4.1) wiirde nach einem Block dieses Schrittes vermutlich die gesamte Signalkette
blockiert werden (so ist z. B. einer der zentralen Schritte in der Interferonsignalkette, die
Aktivierung von STAT1, abhéngig von PKC, Uddin et al. 2002).

4.4.2 Ausweitung der Untersuchungen

Bisher konnte nur die Modulation des I}, durch Typ I und Typ II Interferone nachgewiesen
werden. Die Untersuchungen zur Anderung des Feuerverhaltens erfolgten ausschlieBlich
mit dem Typ I Interferon IFN-f3. Zumindest fiir das andere Typ I Interferon, IFN-«,
erscheint eine ahnliche Modulation sehr wahrscheinlich (Dafny et al. 1996).

Die vorliegende Arbeit verwendete Layer V Pyramidenneurone als Versuchssystem.
Zur Klarung der Bedeutung der gefunden Ergebnisse wéren vergleichende Messungen in
unterschiedlichen Hirnregionen und Neuronentypen wiinschenswert. Bisherige Veroffentli-
chungen zeigen auch eine Reduktion der long term potentiation (LTP) im Hippocampus
nach IFN-« (Mendoza-Fernandez et al. 2000). Dabei kann, allerdings bei einer geringen
Interferondosis von 300 Uml™!, keine Verdinderung des Ruhemembranpotentials oder
des Eingangswiderstandes beobachtet werden. Ob Interferone im Hippocampus anders
wirken als im Cortex und ob die Reduktion der LTP auch mit IFN-f3 oder IFN-y erreicht
werden kann, muss noch geklart werden.

Derzeit wird hauptséchlich die Rolle von IL-1 bei der Auslosung des sickness behaviour
diskutiert (siehe 4.2.4.2 auf Seite 87). Einige Veroffentlichungen lassen aber eine eigene,
von der 1L-1 Wirkung unabhéngige Rolle von Interferon bei der Ausbildung des Syn-
droms erwarten: die Applikation von IFN-f und IFN-y bewirkt in Astrozyten keine IL-1
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Expression (Okada et al. 2005) und Typ I Interferone hemmen die Produktion von IL-1
(Guarda etal. 2011). Fiir weitere Hinweise auf eine interferoninduzierte Auslésung des
sickness behaviour misste versucht werden, ob in IL1 -/- Mausen (oder bei der Blockade
des Rezeptors) durch Applikation von Interferon sickness behaviour ausgelost werden
kann und welche Aspekte im Vergleich zu den Kontrolltieren fehlen. Dies, im Vergleich zu
ahnlichen Experimenten in Interferonrezeptor -/- Mausen, konnte helfen, die Bedeutung
der unterschiedlichen Cytokine auf die Ausbildung des sickness behaviour aufzukléren.

Die vorgelegte Arbeit zeigt, dass Typ [ und Typ II Interferon als Ionenkanalmodulatoren
in Layer V Pyramidenzellen des somatosensorischen Cortex wirken. Die durch Interferon
ausgelosten multiplen Ionenkanalmodulationen bewirken eine erhéhte Erregbarkeit der
Neuronen. Die vorliegenden Ergebnisse fithren zu der Hypothese, dass Interferone {iber
eine PKC Aktivierung auf neuronale Ionenkanéle wirken. Die Neuromodulation durch
Interferon kénnte eine der zelluldren Grundlagen des sickness behaviour darstellen.
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A Abkiirzungen und englisches Fachvokabular

Abb. ... Abbildung

abh. ... abhéngig

ACSF ... artifizielle-cerebro-spinal-Fliissigkeit

AD ... Analog-Digital

AMPA ... x-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, Neurotransmitter

AP ... Aktionspotential

ATP ... Adenosintriphosphat

backpropagation ... retrograde Leitung eines somatischen APs in den Dendriten

BK ... grofler (big) kalziumabhéngiger Kaliumkanal

C ... Zellkapazitét

C ... Programmiersprache

CA1l ... Cornu Ammonis Region 1

cAMP ... cyclisches Adenosinmonophosphat

cell attached ... Messkonfiguration der patch clamp Methode mit auf der intakten
Membran aufgesetzten Pipette

CNBD ... cyclic nucleotide-binding domain, Bindungsstelle fiir cAMP an den HCN
Kanélen

current clamp ... Messmethode des patch clamp, bei der der Eingangstrom in das Neuron
kontrolliert wird, wiahrend die Spannungsantwort aufgezeichnet wird

DA ... Digital-Analog

DCS ... divalent cation solution
DIV ... days in vitro; Tage in Kultur
DNS ... Desoxyribonukleinsidure

EEG ... Elektroenzephalografie
EPSP ... Exzitatorisches postsynaptisches Potential

ERK ... Extrazellularsignal regulierte Kinase

f ... Frequenz

fRes --- Resonanzfrequenz

FFT ... Fast Fourier Transform: Algorithmus zur effizienten Transformation eines
zeitdiskreten periodischen Signals in den Frequenzbereich

gain ... Steigung des linearen Fits der AP-Frequenz/Strom Kurve

JBK -.. maximale Leitfahigkeit des BK Kanals

g... maximale Leitfahigkeit eines bestimmten Kanals

gn - .. maximale Leitfdhigkeit des HCN Kanals

Jleak - - - Leitfdhigkeit der passiven Kanile

giga seal ... hochohmige Verbindung zwischen der Zellmembran und der Messpipette im
patch clamp

HBW ... halbe Bandbreite des Frequenzverhaltens

HCN ... hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated Ionenkanal; durch Hy-
perpolarisation aktivierter cyklonukleotid-regulierter Kationenkanal
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A Abkiirzungen und englisches Fachvokabular

HEK?293 ... Human Embryonic Kidney, menschliche embryonale Nierenzelllinie

hotspots ... Areale auf einem Neuron mit vergleichsweiser hoher Dichte eines bestimmten
Tonenkanaltyps

HVA ... high voltage activated; Kalziumkanéile die erst bei relativ starken Depolarisatio-
nen aktivieren.

I ...Strom

Igk ... Strom durch den BK Kanal

I, ... Maximalwert eines bestimmten Stromes, (peak)

I, ... Strom, der durch die Offnung der HCN Kanile entsteht

Iy ... M - Typ Kaliumkanalstrom

Lieax ... Leckstrom, Ionenkanalstrom durch passive Kanéle sowie durch den giga seal

IFNAR ... IFN-a/-Rezeptor

IFNAR1/2 ... IFNAR Aminosiaurenkette 1 und 2

IFNGR ... IFN-y Rezeptor

IFNGR1/2 ... IFNGR Aminoséurenkette 1 und 2

IL ... Interleukin

Iap - .. persistierender Natriumkanalstrom
IRF-9 ... Interferon Regulations Faktor 9
ISG ... Interferon stimulierte Gene

ISGF3 ... Interferon stimulierte Gen Faktor 3
ISRE ... IFN-stimuliertes response Element

JaK ... Janus Kinase

k ... Steigung der Aktivierungskurve

Kir ... inward rectifier (einwirts gleichrichtende) K Kanile

knock out ... vollstindige Abschaltung eines Gens im Genom eines Organismus

Layer ... Schicht (hier innerhalb des Cortex)

Leak subtracted ... Methode zur Bestimmung des I, (siehe 2.6.1.2 auf Seite 40)

liquid junction ... Grenzschichtpotential, hervorgerufen durch die unterschiedliche Ionen-
zusammensetzung von intra- und extrazelluldrer Losung

littermate ... Nachkommen eines Wurfes, speziell aus einer Verpaarung heterozygoter
Tiere, wobei dann in einem Wurf sowohl +/+ als auch -/- Tiere vorhanden sind

LTD ... long term depression: Langzeit-Depression, eine dauerhafte Abschwichung der
Signaliibertragung an den Synapsen von Nervenzellen

LTP ... long term potentiation: Langzeit-Potenzierung, eine dauerhafte Verstiarkung der
Signaliibertragung zwischen Nervenzellen

LVA ... low voltage activated; Kalziumkanéile, die bereits bei geringer Depolarisationen
aktivieren

MAPK ... Mitogen-aktivierte Protein Kinasen

mlIFN ... Interferon der Maus

n ... Anzahl der Experimente innerhalb eines Experimentsatzes
NMDA ... N-methyl D-aspartate, Neurotransmitter
NMODL ... NEURON Model Description Language, Programmiersprache zur Implementie-

rung neuer Kanalmodelle in NEURON
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offset ... Von Null unterschiedliche Ausgangsspannung bei einer Eingangsspannung von
0mV bei einer Verstarkerschaltung

P ... postnataler Tag

p38 ... p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen

patch clamp ... Methode zur Untersuchung der elektrophysioslogischen Eigenschaften
von Zellen. Dabei wird eine Glaskapillare auf die Zellmembran aufgesetzt, die mit
diesereine gegeniiber der Umgebung hochohmig isolierte (giga seal) Verbindung
eingeht.

P - Doméne ... porenformende Region eines Kaliumkanals

perforated patch ... Konfiguration der patch clamp Methode, bei der das Membranstiick
unter der Messpipette kleinrdumig perforiert wird

PI3K ... Phosphoinositid-3-Kinasen

PIP2 ... Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

PKC ... Proteinkinase C

PLC ... Phosphoinositid-Phospholipase C

Q ... Starke der Resonanz

rHCN1/2 ... HCNI und 2 Kanéle von Rattus norvegicus

rIFN ... Interferon der Ratte

Rheobase ... Schwellenstromintensitéit bei der ein Aktionspotential ausgelost wird

Ry, ... Eingangswiderstand, Summe aus R, und Rg

R, ... Membranwiderstand

RNS ... Ribonukleinsdure

R, ... seriellen Widerstandes, Summe der Widerstinde zwischen der Messelektrode und

dem Zellinneren

run down ... kontinuierlichen Abnahme einer Stromamplitude im Laufe eines Expe-
riments, wahrscheinlich durch Auswaschen notwendiger Cytosolbestandteile oder
Internalisierung der zugrundeliegenden Ionenkanale verursacht

sACSF ... artifizielle-cerebro-spinal-Fliissigkeit mit erhéhter Sucrose

sickness behaviour ... angepasste Verhaltensinderungen eines Organismus als Antwort
auf eine Infektion

SK ... kleiner (small) kalziumabhéngiger Kaliumkanal

space clamp ... Unzureichende Strom- oder Spannungskontrolle des gesamten Neurons
aufgrund dessen rédumlicher Ausdehnung

spines ... dornenartige Strukturen an Dendriten, an denen sich exzitatorische, glutama-
terge Synapsen befinden

STAT ... signal transducer and activator of transcription, Bestandteil des JAK/STAT
Interferonsignalweges

steady state ... stabiler Zustand nach einem Spannung-, Strom- oder Aktivierungszu-
standswechsel, iiberschlagsweise wird dieser nach 57 erreicht

subthreshold ... Spannungs- und Stroménderungen eines Neurons, die nicht (direkt) zur
Generierung eines Aktionspotentials fithren

tail current ... Strom, der aufgrund einer langsamen Kinetik kurzzeitig nach Wechsel
auf einen geringeren Aktivierungszustand eines Kanals flief3t.

TFN-« ... Tumornekrosefaktor-a
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TMD ... Transmembrane Doméne, Teil eines Proteins, der durch die Plasmamembran
reicht

tuft region ... distaler Teil des Dendritenbaumes, der sich in viele kleine Dendritenstiicke
aufsplittet.

TyK ... Tyrosin Kinase

U ... Spannung

Uy ... halbe Aktivierungsspannung, d. h. Spannung, bei der der Anteil der offenen Kanéle
0,5 betréagt

Uml~! ... Internationale Einheiten pro Milliliter

Urev - .. Umkehrpotential eines Ionenstromes (reversal potential)

voltage clamp ... Messmethode des patch clamp, bei der die Spannung kontrolliert wird,
wéahrend die Stromantwort aufgezeichnet wird

whole cell ... Konfiguration der patch clamp Methode, bei der das Membranstiick unter
der Messpipette aufgerissen wird und somit ein direkter elektrischer Kontakt zwischen
Messverstarker und Zellinneren entsteht

Z ... Scheinwiderstand

Z ... Impedanz

Zy ... Scheinwiderstand bei f = 0 (= Impedanz = Eingangswiderstand)

ZNS ... Zentralnervensystem

ZRes - -- Scheinwiderstand bei Resonanz

¢ ... Phasenwinkel der Impedanz

®q ... Nulldurchgangs des Phasenwinkels

T ... Zeitkonstante einer Kinetik
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