Aus dem
Charité Centrum fir Neurologie, Neurochirurgie und Psychiatrie
Klinik fir Neurologie und Abteilung mit Experimenteller Neurologie
Charité Campus Mitte
Direktor: Prof. Dr. med. Matthias Endres

Habilitationsschrift

Synaptische und intrinsische Mechanismen

der Regulation neuronaler Erregbarkeit

zur Erlangung der Lehrbefdhigung

fir das Fach experimentelle Neurologie

vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinischen Fakultat

Charité-Universitatsmedizin Berlin

von

Dr. med. Pawel Fidzinski

Eingereicht im Dezember 2015
Dekan: Prof. Dr. med. Axel R. Pries
1. Gutachter: Prof. Heinz Beck

2. Gutachter: Prof. Holger Lerche



Henrike und Julian



Inhaltsverzeichnis

ADBKUrZUNGSVEIZEICANIS . eeeee e e 3
O T Y113 (] Y-SR 4
1.1. Erregbarkeit im Nervensystem .......cooi i 4
1.2. Regulation neuronaler Erregbarkeit ........ooeuiiiiiiii 6
1.3. PA =1 E A=Y [ TOT g V==Y o TSP 8
2. EIBEN@ ArDEITEN .ooeeeii e 9
2.1. Zellspezifische bidirektionale Plastizitat an CA1-Subikulum Synapsen ............. 11
2.2. Modulation bidirektionaler Plastizitat durch Azetylcholin und Kalzium............ 21
2.3. LTP an Entorhinalkortex — Subikulum Synapsen ...........ccccoeeiiiiiiieiiiiiiiieeeeen. 26
2.4, Heterosynaptische Plastizitdt im Subikulum..........ccoooooiiiiiiiiii e, 34
2.5. Kontrolle GABAerger Inhibition durch K,7 - Kaliumkanale ..............c............... 46
2.6. Kalziumaktivierte Chloridkanale in olfaktorischen Neuronen..........cc....ccceeee. 61
3. DISKUSSION i 71
3.1 Zellspezifische Plastizitdat an CA1-Subikulum Synapsen............cccceeiiiviennnineenns 71
3.2. Synaptische Plastizitat an Entorhinalkortex-Subikulum Synapsen ................... 72
3.3. Ky7 - KaliumKanale im ZINS .. ... e e e e aens 74

3.4. Identifikation von Anoctamin2 als Chloridkanal in olfaktorischen Neuronen.... 75

4. ZUSAMMENTASSUNG oeniie i e e e e e e e aas 78
T | =T | U 80
DANKSAEBUNE ..ttt et et e e et e e e et aaaa 87
8 T (VT V- SRRSO 88



Abkiirzungsverzeichnis

BAPTA
CAl-4
cAMP
CNG

EPSP(s)
GABA
HCN

IP3
IPSP(s)
Kca

Kv

LTD
LTP
mGlu

NaP

NMDA
VGCC

ZNS

Bis-N,N,N',N'-Tetraacetat

Cornu ammonis (Area 1-4)

Zyklisches Adenosinmonophosphat

Cyclic nucleotide gated channel (liber zyklische Nukleotide
aktivierte Kanale)

Exzitatorische(s) postsynaptische(s) Potential(e)
Gamma-Aminobuttersdure

Hyperpolarisation activated cyclic nucleotide gated channel
(Uber Hyperpolarisation und zyklische Nukleotide aktivierte
Kanale)

Inositoltrisphosphat

Inhibitorische(s) postsynaptische(s) Potential(e)
Kalziumabhangige Kaliumkanale

Spannungsabhangige Kaliumkanale

Langzeitdepression

Langzeitpotenzierung

metabotropes Glutamat

persistently open sodium channel (persistierend offene
Natriumkanale)

N-Methyl-D-Aspartat

Voltage gated calcium channels (spannungsabhangige
Kalziumkanale)

Zentralnervensystem



1. Einleitung

Wahrend meiner wissenschaftlichen Laufbahn befasste ich mich mit Regulation
synaptischer und intrinsischer Erregbarkeit im Nervensystem. Im Folgenden
mochte ich daher zundchst die Grundlagen neuronaler Erregbarkeit und ihrer
Regulation darstellen. AnschlieBend werde ich konkrete Zielstellungen
formulieren und die Ergebnisse gegliedert in 1) Regulation synaptischer
Plastizitdit im Subikulum, 2) Regulation intrinsischer Erregbarkeit in
Interneuronen durch K,7.5 Kaliumkanadle und 3) Regulation intrinsischer
Erregbarkeit in olfaktorischen Neuronen durch kalziumaktivierte Chloridkanéle

vorstellen.

1.1. Erregbarkeit im Nervensystem

Nach dem heutigen Verstandnis ist der Informationsaustausch zwischen
Nervenzellen eine Grundvoraussetzung fiir die adaquate Funktion des
Nervensystems, wozu u. a. Verarbeitung sensorischer Eindriicke, Lernvorgange
oder Verhalten gehoren. Das Nervensystem kann hierbei als Geflecht
miteinander Uber Synapsen verknipfter Zellen betrachtet werden, in dem
Information in Form von elektrischen Signalen weitergeleitet wird. Zur
Generierung und Weiterleitung elektrischer Signale missen in Nervenzellen,
ausgehend vom  Ruhemembranpotential, = Spannungsdnderungen  der
Zellmembran auftreten. Diese Fahigkeit wird als neuronale Erregbarkeit
bezeichnet und auf zelluldrer Ebene in intrinsische und synaptische Erregbarkeit

eingeteilt.

Intrinsische Erregbarkeit ist die Fahigkeit der Nervenzellen zur Generierung von
Aktionspotentialen. Durch Aktivierung membranstandiger, spannungsabhangiger
lonenkanale kommt es beim Aktionspotential zu einer kurzen und schnellen
Anderung (ca. 1 ms Dauer) des Membranpotentials ausgehend vom
Ruhemembranpotential. Daflir werden zunachst schnelle, spannungsabhangige
Natriumkanale aktiviert, was zur raschen Depolarisation fuhrt. Kurz danach
offnen spannungsabhangige Kaliumkanale, was zur Repolarisation der Zelle

(=Ruckkehr zum Ruhemembranpotential) fuhrt. Das MalR der intrinsischen



Erregbarkeit einer Nervenzelle wird durch die Anzahl und die Frequenz der auf
einen gegebenen Reiz entstandenen Aktionspotentiale definiert, was unter
anderem von der Dichte und den Subtypen der genannten Natrium- und
Kaliumkanale in dieser Zelle abhangig ist (Bean, 2007). Beispielsweise findet man
in hemmenden Nervenzellen, sogenannten Interneuronen, hohe
Aktionspotentialfrequenzen (>200 Hz). Diese Zellen exprimieren spezifische
Kaliumkanale, z.B. vom K,3.1 Subtyp (Chow et al., 1999), welche durch eine
besonders rasche Repolarisation die frihe Entstehung des darauffolgenden

Aktionspotentials erméglichen.

Unter synaptischer Erregbarkeit versteht man hingegen die Fahigkeit der
Synapsen, das Aktionspotential in einer vorgeschalteten Zelle in eine
Spannungsanderung in der nachgeschalteten Zelle zu ,Gbersetzen” (Kandel et al.,
2000). Derartige Spannungsanderungen werden abhangig von ihrer Richtung als
exzitatorische oder inhibitorische postsynaptische Potentiale (EPSPs oder IPSPs)
bezeichnet. Der Unterschied zwischen postsynaptischen Potentialen und
Aktionspotentialen besteht einerseits in einer unterschiedlichen zeitlichen
Dynamik; Aktionspotentiale laufen definitionsgemaR rascher ab; andererseits in
der unterschiedlichen Aktivierung der beteiligten lonenkandle (vor allem
spannungsabhangig vs. ligandengesteuert). Synapsen werden in chemische
Synapsen und elektrische Synapsen eingeteilt. Bei chemischen Synapsen 16st ein
prasynaptisches Aktionspotential eine Verschmelzung von Vesikeln mit der
Zellmembran und die Ausschittung des darin enthaltenen Botenstoffs
(Neurotransmitters) aus. Der Neurotransmitter an erregenden Synapsen ist
Glutamat, welches postsynaptisch an ionotrope Glutamatrezeptoren bindet und
Uber ihre Offnung zur Depolarisation der Zellmembran fiihrt. An hemmenden
Synapsen wird hingegen der Neurotransmitter Gamma-Aminobuttersdure
(GABA) ausgeschiittet, welcher postsynaptisch lokalisierte ionotrope GABA-
Rezeptoren aktiviert. lonotrope GABA-Rezeptoren fiihren bei Aktivierung zum
Chloridstrom, dessen Richtung vom Chlorid-Umkehrpotential der Zelle abhangig
ist. Aufgrund des Konzentrationsgefalle zwischen niedrigem intrazellularen und
hohem extrazelluldren Chlorid und folglich einem negativen Chlorid-

Umkehrpotential in adulten Neuronen bewirkt die Aktivierung von GABA-



Rezeptoren eine Hyperpolarisation. Bei elektrischen Synapsen erfolgt die
Signaltibertragung ohne die Beteiligung eines Neurotransmitters, sondern (iber
direkten elektrischen Kontakt zwischen zwei Zellen mittels sogenannter ,gap

junctions”.

Das Mal} der synaptischen Erregbarkeit, also die Amplitude der synaptischen
Antwort in der nachgeschalteten Zelle, hangt zum grofRen Teil von vier Faktoren
ab (Johnston and Wu, 1995): 1) Anzahl der Synapsen zwischen den beteiligten
Zellen, 2) Wahrscheinlichkeit einer Vesikelverschmelzung und folglich
Neurotransmitterfreisetzung in der prasynaptischen Membran (sog. release
probability), 3) Konzentration des Neurotransmitters in den Vesikeln sowie 4)

Dichte der postsynaptischen Rezeptoren (sog. quantal size).

1.2. Regulation neuronaler Erregbarkeit

Die uns umgebenden sensorischen Reize unterliegen standigen, dynamischen
Anderungen. Damit solche Anderungen adidquat verarbeitet werden konnen,
muss ein intaktes Nervensystem seine Erregbarkeit an verschiedene Situationen
adaptieren konnen. Stérungen dieser Anpassungsfihigkeit koénnen zu
pathologischen Reaktionen des Nervensystems fiihren. So kann es bei Patienten
mit bestimmten Formen der Epilepsie bei hochfrequenten visuellen Stimuli oder
bei Schlafmangel zu einer pathologischen Ubererregung des Nervensystems und
zu epileptischen Anfallen kommen (Shouse et al., 1996; Zifkin and Kasteleijn-

Nolst, 2000).

Auf intrinsischer Ebene erfolgt die Regulation der neuronalen Erregbarkeit tiber
die Modulation der Aktionspotentialrate, was unter anderem durch
Feineinstellung des Membranpotentials geschieht. Eine Erhéhung der
Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung weiterer Aktionspotentiale kann
beispielsweise durch eine Nachdepolarisation erreicht werden.
Nachdepolarisationen erfolgen unmittelbar nach einem Aktionspotential und
werden u. a. durch spannungsabhangige Kalziumkanale (VGCC), hyper-
polarisationsaktivierte Kationenkandle (HCN) und persistierend offene

Natriumkanadle (NaP) vermittelt (Beck and Yaari, 2008). Analog zur



Nachdepolarisation kann eine Nachhyperpolarisation die Entstehung weiterer
Aktionspotentiale hemmen und die Aktionspotentialrate reduzieren. Auch
Nachhyperpolarisationen erfolgen nach einem Aktionspotential; sie werden
abhangig von ihrem zeitlichen Ablauf in schnelle, mittlere und langsame
Nachhyperpolarisationen eingeteilt und durch Aktivierung spannungsabhangiger
(Ky) und kalziumabhédngiger (Kca) Kaliumkandle vermittelt (Johnston and Wu,
1995; Kandel et al., 2000). Zusatzlich kann unabhdngig vom Auftreten von
Aktionspotentialen Uber eine dauerhafte Aktivierung von membranstandigen
lonenkanalen, z.B. Chloridkandlen (Rinke et al., 2010), die intrinsische

Erregbarkeit von Neuronen dauerhaft reduziert oder gesteigert werden.

Auch synaptische Verkniipfungen sind in der Lage, lber Anderung ihrer
Erregbarkeit die Ubertragungsstirke von Signalen dauerhaft zu verstirken oder
abzuschwachen, was unter dem Begriff »Synaptische
Plastizitat” zusammengefasst wird. So kann eine wiederholt hochfrequente
Aktivierung einer Synapse zur Verstiarkung der Ubertragung fiihren, wahrend
niederfrequente Stimuli die Ubertragung abschwichen kénnen. Da solche
Effekte Uber ldngere Zeit bestehen bleiben und sogar lebenslang anhalten
konnen, haben sich die Begriffe Langzeitpotenzierung (LTP) und
Langzeitdepression (LTD) etabliert. Es wird vermutet, dass Lernvorgdange auf
zellularer Ebene Uber die Verdnderung synaptischer Erregbarkeit erfolgen, LTP
und LTD werden dabei als zellulare Korrelate fiirs Lernen betrachtet (Kandel et al.,
2000). LTP und LTD kénnen abhangig vom Synapsentyp und Form der Induktion
sowohl prasynaptisch als auch postsynaptisch vermittelt werden. Auf
prasynaptischer Ebene kann es u. a. durch Phosphorylierung von
prisynaptischen Proteinen zur Anderung der Wahrscheinlichkeit fir die
Neurotransmitterfreisetzung kommen. Postsynaptische Anderungen der
Ubertragungsstirke werden hingegen einerseits Uber Anderungen der
postsynaptischen Rezeptorzahl mit Hilfe  von Exozytose- und
Endozytosevorgdngen vermittelt, andererseits durch Phosphorylierung von
postsynaptischen Rezeptoren, was eine Anderung ihrer elektrischen Leitfahigkeit

bewirkt (Malenka and Bear, 2004).



1.3. Zielstellungen

Das Verstandnis der neuronalen Erregbarkeit und ihrer Regulation ist fiir das
Verstandnis von zerebralen Grundfunktionen wie Lernen und Geddchtnis und
auch zur Entwicklung von Therapiestrategien fir Erkrankungen mit gestorter
Erregbarkeit, allen voran Epilepsie, essentiell. Auch wenn die grundlegenden
Mechanismen bekannt sind (siehe 1.1 und 1.2), so bleiben wichtige Fragen offen.
Beispielsweise sind die Mechanismen synaptischer Erregbarkeit und Plastizitat
nicht in allen Hirnregionen untersucht, und auch bezliglich der zahlreichen in
Nervenzellen exprimierten lonenkanalproteine ist nicht bei jedem Protein
abschlieRend bekannt, ob und welche Rolle es bei der Regulation intrinsischer
Erregbarkeit einnimmt. In den hier vorgestellten Arbeiten wurden daher offene
Fragen auf dem Gebiet der Regulation synaptischer und intrinsischer
Erregbarkeit bearbeitet. Dabei wurden synaptische und intrinsische

Mechanismen getrennt untersucht.

Die Regulation synaptischer Erregbarkeit wurde an zentralnervdsen Schaltkreisen
im Hippokampus, spezifisch im Subikulum, untersucht. Dabei wurden folgende,

bis dahin nicht beantwortete Fragenkomplexe bearbeitet:

- Sind erregende Synapsen zwischen CAl und Pyramidenzellen im
Subikulum in der Lage, neben zellspezifischer LTP auch zellspezifische LTD

zu exprimieren?

- Was sind die Charakteristika synaptischer Plastizitdit an erregenden

Synapsen zwischen Entorhinalkortex und Pyramidenzellen im Subikulum?

Die Regulation intrinsischer Erregbarkeit wurde in der Region CA3 des
Hippokampus sowie an sensorischen Neuronen des Geruchsinns nadher

untersucht, dabei wurde zu folgenden Fragenkomplexen ein Beitrag geleistet:

- Wie beeinflussen die im Zentralnervensystem breit exprimierten K,7.5

Kaliumkanale die intrinsische Erregbarkeit von Neuronen?

- Auf welche Weise tragen kalziumaktivierte Chloridkanadle in

olfaktorischen Neuronen zur Erregbarkeit und Signalweiterleitung bei?



2. Eigene Arbeiten

Pyramidenzellen im Subikulum werden nach ihrem Entladungsverhalten in zwei
Typen eingeteilt: ,Burst“-Zellen und ,Regular”-Zellen. Nach
Hochfrequenzstimulation zeigen diese Zellen eine zellspezifische LTP, wobei in
,Burst” Zellen die LTP prasynaptisch und in ,Regular” Zellen postsynaptisch
vermittelt wird (Aoto et al., 2015; Wozny et al., 2008a; Wozny et al., 2008b). Wir
konnten zeigen, dass in den beiden genannten Zelltypen auch nach
Niedrigfrequenzstimulation zellspezifische synaptische Plastizitat auftritt (Beitrag
2.1).

In einer weiteren Arbeit untersuchten wir genauer, welche Mechanismen an der
oben genannten zellspezifischen Plastizitdt beteiligt sind und konnten belegen,
dass sowohl muskarinerge Azetylcholinrezeptoren als auch spannungsabhangige

Kalziumkanale (VGCC) die Plastizitat modulieren (Beitrag 2.2).

Das Subikulum erhalt zusatzlich zu CA1 auch Eingdnge aus anderen Hirnregionen,
allen voran aus dem Entorhinalkortex (Uber den sogenannten
temporoammonischen Weg. Wir beschaftigten uns mit der Frage, ob synaptische
Plastizitdit auller an bereits charakterisierten CA1-Synapsen auch an
Entorhinalkortex-Subikulum Synapsen induziert werden kann und welche
Mechanismen  daran beteiligt  sind. Hochfrequenzstimulation  des
temporoammonischen Eingangs loste in den subikuldren Pyramidenzellen im
Gegensatz zu Stimulation von CA1 Synapsen eine rein postsynaptische LTP aus
(Beitrag 2.3). Nach Niedrigfrequenzstimulation zeigte sich neben einer LTD an
Synapsen zwischen Entorhinalkortex und Subikulum auch eine LTP an nicht
stimulierten  CA1-Subikulum  Synapsen, womit wir einen neuen,

heterosynaptischen Mechanismus der Erregbarkeitsmodulation beschreiben

konnten (Beitrag 2.4).

Neben Mechanismen synaptischer Plastizitdit wurde auch der Einfluss von

lonenkanalen auf die Regulation intrinsischer Erregbarkeit untersucht.



Die Subtypen K,7.2, K,7.3 und K,7.5 der K,7-Kaliumkanalfamilie werden im
Gehirn breit exprimiert. Bei Mausmodellen und auch beim Menschen ist bekannt,
dass der Funktionsausfall von K,7.2 oder von K,7.3 zur Ubererregbarkeit im
Nervensystem und zu Epilepsie flihren kann. Hingegen sind Mause mit
Funktionsausfall von K,7.5 nicht epileptisch und zeigen keine offensichtlichen
Verhaltensauffalligkeiten (Tzingounis et al., 2010). Daher gingen wir der Frage
nach, welche Funktion der K,7.5 Kaliumkanal im Zentralnervensystem hat und
warum im Gegensatz zu K,7.2 oder K,7.3 ein Funktionsausfall von K,7.5 nicht zu
Epilepsie fuhrt. Wir konnten zeigen, dass das K,7.5 Protein vermehrt in
inhibitorischen Zellen (sogenannten Interneuronen) sowie an inhibitorischen
Synapsen zu finden ist und dass der Funktionsausfall dieses Proteins eine

erhohte Inhibition zur Folge hat (Beitrag 2.5).

Ferner untersuchten wir auch die Modulation intrinsischer Erregbarkeit durch
lonenkanale in olfaktorischen Neuronen, die fiir Signalgenerierung beim
Geruchsinn verantwortlich sind. Es wurde jahrelang angenommen, dass
kalziumaktivierte Chloridkandle beim physiologischen Riechvorgang eine
kritische Rolle spielen, da sie in olfaktorischen Neuronen den Hauptanteil an der
fir die Signalfortleitung notwendigen Depolarisation tragen (Reisert et al., 2003).
Die molekulare ldentitdt dieser Kandle war jedoch zum Zeitpunkt unserer
Untersuchungen unbekannt. Wir konnten zundchst Anoctamin2 als den
kalziumaktivierten Chloridkanal in olfaktorischen Neuronen identifizieren. Um
den Beitrag von ANO?2 fiir den Riechvorgang genauer zu evaluieren, schalteten
wir diesen Kanal in Mdusen aus. Aus der reduzierten elektrischen Kanalaktivitat
in olfaktorischen Neuronen bei erhaltener Riechfunktion der Anoctamin2”
Mause konnten wir schlussfolgern, dass der kalziumaktivierte Chloridkanal fir

den physiologischen Riechvorgang nicht zwingend notwendig ist (Beitrag 2.6).
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2.1. Zellspezifische bidirektionale Plastizitat an CA1-Subikulum Synapsen

Fidzinski P., Shor O., Behr J. Target-cell-specific bidirectional synaptic plasticity at
hippocampal output synapses. European Journal of Neuroscience 2008,

27(5):1111-1118.
http://dx.doi.org/10.1111/j.1460-9568.2008.06089.x

Das Subikulum ist eine im Temporallappen zwischen der CA1 Region und dem
Entorhinalkortex gelegene Struktur, welche im Gegensatz zu schmalen
Pyramidenzellsdumen im Ammonshorn (CA1-CA4) durch eine breite
Pyramidenzellschicht charakterisiert ist. Das Subikulum gilt als der Hauptausgang
des Hippokampus, da ein GroRteil der Axone aus der CA1-Region ins Subikulum
projiziert und die Information dort verarbeitet wird, bevor sie in kortikale bzw.
subkortikale Regionen weitergeleitet wird (O'Mara et al., 2001). Es konnte
gezeigt werden, dass das Subikulum, am ehesten aufgrund seiner Schlisselrolle
bei der Interaktion zwischen Hippokampus und Entorhinalkortex, an der
Langzeitspeicherung von Informationen und somit an Gedachtnisvorgangen
beteiligt ist (Aggleton and Christiansen, 2015; Deadwyler and Hampson, 2004,
Gabrieli et al., 1997; Zeineh et al., 2003). Auch pathophysiologisch spielt das
Subikulum  eine  wichtige Rolle: bei Temporallappenepilepsie  mit
Hippokampussklerose und somit Untergang der CAl-Zellen nimmt die
Anfallsaktivitat ihren Ursprung im noch intakten Subikulum (Cohen et al., 2002;
Wozny et al., 2003). Folglich kdnnte die Modulation der Erregbarkeit im
Subikulum, insbesondere eine Abschwachung dergleichen, eine Moglichkeit zur

Behandlung der Temporallappenepilepsie darstellen.

Die Pyramidenzellen im Subikulum werden nach ihrem Entladungsmuster in zwei
unterschiedliche Typen eingeteilt. Sogenannte ,Burst“-Zellen antworten auf
Depolarisation mit Gruppen (=“bursts”) von schnell aufeinanderfolgenden
Aktionspotentialen, wahrend ,Regular” Zellen mit einzelnen Aktionspotentialen
antworten (Staff et al., 2000). Diese beiden Zelltypen unterscheiden sich auch
beziglich ihrer Mechanismen der LTP. In ,Burst” Zellen kommt es nach einem
Hochfrequenzstimulus an  CA1-Subikulum Synapsen zur prdsynaptisch

vermittelten LTP durch Erhéhung der Freisetzungswahrscheinlichkeit flr
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http://dx.doi.org/10.1111/j.1460-9568.2008.06089.x

Glutamat. Hingegen zeigen ,Regular” Zellen eine postsynaptische LTP,
wahrscheinlich durch eine hohere Expression bzw. hohere Leitfahigkeit von
AMPA-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran (Wozny et al., 2008a;
Wozny et al., 2008b).

In der vorliegenden Studie untersuchten wir, wie CA1-Subikulum Synapsen auf
niedrigfrequente Stimulation reagieren. Niedrigfrequente Stimulation ist ein
Standardparadigma zur Induktion von LTD (Malenka and Bear, 2004). LTD wurde
im Subikulum beschrieben (Li et al.,, 2005), jedoch war unbekannt, ob sie
zellspezifisch auftritt. Wir konnten nachweisen, dass subikuldare Pyramidenzellen
nach niedrigfrequenter Stimulation eine zellspezifische Plastizitdt exprimieren: In
“Burst” Zellen trat praferentiell eine LTD auf, wahrend “Regular”-Zellen beim
gleichen Stimulationsparadigma eine LTP zeigten, welche im Gegensatz zu
hochfrequent induzierter LTP nicht sofort, sondern verzogert auftrat. Sowohl die
Richtung als auch die Expressionsstarke der Plastizitdt waren von der
Stimulationsfrequenz abhangig. Interessanterweise konnte insbesondere durch
pharmakologische Beeinflussung die Richtung der Plastizitat umgekehrt werden:
nach Blockade metabotroper Glutamatrezeptoren (mGlu-Rezeptoren) zeigten
auch ,Regular“-Zellen eine LTD, wahrend nach Blockade von N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptoren die ,Burst“-Zellen eine LTP zeigten. Beide Typen
der Plastizitdit waren von der Aktivierung der postsynaptischen Kalzium-
Signalkaskade abhéangig, da nach Blockade dieser Kaskade mit dem Kalziumpuffer
Bis-N,N,N',N'-Tetraacetat (BAPTA) die Plastizitdt komplett blockiert werden

konnte.

Zusammenfassend konnten wir mit unseren Daten erstmalig zeigen, dass in
subikuldren Zellen nach Niedrigfrequenzstimulation zwei Arten synaptischer
Plastizitdt exprimiert werden: eine postsynaptische, mGlu-Rezeptor abhangige
LTP und eine postsynaptische, NMDA-Rezeptor abhdngige LTD. Die praferierte
Richtung der Plastizitat ist dabei zellspezifisch und hangt vom Aktivierungsniveau

von mGlu-Rezeptoren bzw. NMDA-Rezeptoren ab.
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2.2. Modulation bidirektionaler Plastizitdt durch Azetylcholin und Kalzium

Shor 0., Fidzinski P.*, Behr J.* Muscarinic acetylcholine receptors and voltage-
gated calcium channels contribute to bidirectional synaptic plasticity at CA1-

subiculum synapses. Neuroscience Letters 2009, 449(3):220-223 (*equal
contribution).

http://dx.doi.org/10.1016/j.neulet.2008.11.012

Der Begriff der Neuromodulation beschreibt die Beeinflussung neuronaler
Informationsiibertragung lber ldngere Zeitspannen sowie jenseits glutamaterger
bzw. GABAerger Signaltransmission. , Klassische” Neuromodulation erfolgt durch
die Substanzen Azetylcholin, Adrenalin, Dopamin und Serotonin. Es wird
vermutet, dass ein hoheres Aktivierungsniveau einzelner Neuromodulatoren mit
spezifischen Hirnfunktionen wie Wachheit  oder  Aufmerksamkeit
zusammenhangt  (Gu, 2002).  Azetylcholin  wird spezifisch mit
Gedachtnisprozessen in  Verbindung gebracht (Hasselmo, 2006). Der
Hippokampus und das Subikulum werden aus dem medialen Septum und dem
Diagonalband cholinerg innerviert (Lopes Da Silva et al., 1990; Mesulam et al.,
1983). Es ist bekannt, dass muskarinerge Azetylcholinrezeptoren die Plastizitat an
glutamatergen Synapsen modulieren (Bashir, 2003; Grishin et al., 2005). Auch im

Subikulum sind diese Rezeptoren fir die LTD notwendig (Li et al., 2005).

Neben den klassischen Neuromodulatoren kénnen auch spannungsabhangige
lonenkandle neuromodulatorische Wirkung entfalten. Insbesondere scheint die
Gruppe der VGCC dafir geeignet zu sein, da diese Kandle in kalziumabhdngige
Signalkaskaden eingreifen und somit Signaltransmission und Plastizitat regulieren
kénnen (Bloodgood and Sabatini, 2008; Jeon et al., 2008; Moosmang et al., 2005;
Morgan and Teyler, 2001). Wir konnten zeigen, dass auch die in 2.1 beschriebene
bidirektionale Plastizitdt an CA1-Subikulum Synapsen durch sowcm muskarinerge
Azetylcholinrezeptoren als auch durch VGCC beeinflusst wird. Dabei scheint die
Koaktivierung von muskarinergen Rezeptoren fir die Induktion von sowohl LTP
als auch LTD notwendig zu sein. VGCC sind hingegen an der Modulation beteiligt,

indem ihr Aktivierungsniveau die zellspezifische Polaritdt (LTP vs. LTD) in

subikularen Pyramidenzellen bestimmt.
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2.3. LTP an Entorhinalkortex — Subikulum Synapsen

Fidzinski P., Wawra M., Bartsch J., Heinemann U., Behr J. High-frequency
stimulation of the temporoammonic pathway induces input-specific long-term

potentiation in subicular bursting cells. Brain Research 2012, 1430:1-7.

http://dx.doi.org/ 10.1016/j.brainres.2011.10.040

In den Beitragen 2.1 und 2.2 wurde Regulation synaptischer Erregbarkeit mittels
Plastizitdat an CA1-Subikulum Synapsen untersucht. Neben der starken Projektion
aus der CA1 Region erhalt das Subikulum Eingange aus anderen Regionen, allen
voran aus dem anatomisch benachbarten Entorhinalkortex (Tamamaki and Nojyo,
1993; Witter and Groenewegen, 1990). Wir gingen den Mechanismen der
Plastizitdit an diesen Synapsen nach. Da die ,Burst“-Zellen einen Grolteil der
Pyramidenzellen im Subikulum ausmachen, fokussierten wir uns zunachst auf die

Untersuchung der Plastizitat in ,,Burst“-Zellen.

Nach Hochfrequenzstimulation an Entorhinalkortex-Subikulum Synapsen
konnten wir erfolgreich eine eingangspezifische LTP induzieren, welche deutliche
Unterschiede zu der bereits beschriebenen, prasynaptischen LTP an CAl-
Subikulum Synapsen (Wozny et al., 2008a; Wozny et al., 2008b) aufwies. Diese
bestanden einerseits in einem hoéheren Schwellenwert zur LTP-Induktion: an
Entorhinalkortex-Subikulum  Synapsen  war eine Disinhibition  durch
pharmakologische Blockade GABAerger Synapsen notwendig, um erfolgreich LTP
zu induzieren, ferner zeigten diese Synapsen wahrend des Hochfrequenzstimulus
eine schwachere Fazilitierung der Spannungsantwort. Andererseits war im
Gegensatz zu CA1-Subikulum Synapsen die LTP an Entorhinalkortex-Subikulum
Synapsen postsynaptisch induziert, da sie durch Blockade postsynaptischer
Signalkaskaden oder durch Hyperpolarisation der postsynaptischen Zelle
verhindert werden konnte. Auch die Expressionsmechanismen unterschieden
sich: die fehlende Anderung der sogenannten Paired-Pulse—Ratio wies auf eine

postsynaptische Expression der LTP an Entorhinalkortex-Subikulum Synapsen hin.

Wir konnten folglich konstatieren, dass LTP im Subikulum nicht nur wie zuvor
gezeigt zellspezifisch und von der Stimulationstdrke (2.1) abhdngig, sondern auch

eingangsspezifisch reguliert ist.
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2.4. Heterosynaptische Plastizitat im Subikulum

Fidzinski P., Wawra M., Dugladze T., Gloveli T., Heinemann U., Behr J. Low-
frequency stimulation of the temporoammonic pathway induces heterosynaptic

disinhibition in the subiculum. Hippocampus 2011, 21(7):733-743.

http://dx.doi.org/10.1002/hip0.20791

Zur  Komplettierung des  Verstiandnisses Uber Mechanismen der
Signaltbertragung im Subikulum gingen wir analog zur Untersuchungen an CA1-
Subikulum Synapsen der Frage nach, ob auch an Entorhinalkortex-Subikulum

Synapsen nach Niedrigfrequenz-Stimulation eine LTD exprimiert wird.

In  “Burst” Zellen konnten wir nach Niedrigfrequenzstimulation von
Entorhinalkortex Eingdngen analog zu CA1-Subikulum Synapsen eine robuste LTD
beobachten. Interessanterweise war diese Plastizitat im Gegensatz zu in 2.3
beschriebenen LTP nicht eingangsspezifisch, da gleichzeitig auch die Ubertragung
an CA1-Subikulum Synapsen moduliert und dort lberraschenderweise eine LTP
sichtbar wurde. Wir gingen den Mechanismen dieser heterosynaptischen LTP
genauer nach und konnten in unserer Arbeit belegen, dass der Effekt auf einer
Depression der hemmenden GABAergen Ubertragung im Subikulum beruht, und
dass diese GABAerge LTD von NMDA-Rezeptoren abhdngig war. Dies stellte
einen ungewodhnlichen Befund dar, da NMDA-Rezeptoren hauptsachlich an
erregenden Synapsen exprimiert werden. Wir konnten Hinweise dafiir finden,
dass die Freisetzung von GABA im Subikulum durch Aktivierung von

prasynaptischen NMDA-Rezeptoren beeinflusst werden kann.

Zusammen mit den Beitragen 2.1-2.3 geben die Befunde Hinweise darauf, dass
das Subikulum als Vermittler zwischen Hippokampus und neokortikalen
Regionen (iber ein komplexes Repertoire zur Regulation der synaptischen
Erregbarkeit verfiigt, und dass auch heterosynaptische Mechanismen an dieser

Regulation beteiligt sind.
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2.5. Kontrolle GABAerger Inhibition durch K,7 - Kaliumkanale

Fidzinski P.*, Korotkova T.*, Heidenreich M.*, Maier N., Schuetze S., Kobler O.,
Zuschratter W., Schmitz D., Ponomarenko A., Jentsch T. J. KCNQ5 K(+) channels
control hippocampal synaptic inhibition and fast network oscillations. Nature

Communications 2015, 6:6254. (*equal contribution).

http://dx.doi.org/10.1038/ncomms7254

Die Familie der K,7 Kaliumkanale umfasst 5 Mitglieder (K,7.1-K,7.5), wovon K,7.2,
K,7.3 und K,7.5 eine breite Expression im Gehirn zeigen. Die Kandle liegen meist
als Heterotetramere vor, bei denen 4 Untereinheiten einen Kanal bilden und
verschiedene Untereinheiten (z.B. K,7.2 und K,7.3) in einem Kanal vorliegen.
Ky7.2 und K,7.3 spielen eine kritische Rolle fiir die Regulation intrinsischer
Erregbarkeit im Zentralnervensystem (ZNS), da sie bei Aktivierung, meist nach
Depolarisation durch ein Aktionspotential, die Zelle langsam hyperpolarisieren.
Somit verhindern sie die Entstehung weiterer Aktionspotentiale und kénnen als
eine Art neuronale ,Bremse” betrachtet werden. Die Bedeutung von K,7.2 und
Ky7.3 flr die Erregbarkeit im ZNS wird auch durch Mutationen beim Menschen
als auch korrespondierende Mausmodelle erkennbar — der Funktionsverlust von
Ky7.2 oder K,7.3 fihrt zu Epilepsie, und in einigen Fallen zu schwer
therapierbarer epileptischer Enzephalopathie (Jentsch, 2000; Maljevic and
Lerche, 2014; Singh et al., 2008).

Auch wenn K,7.5 adhnlich zu K,7.2 und K,7.3 im ZNS breit exprimiert wird,
konnten bislang keine epilepsiespezifischen Mutationen im K,7.5 - Gen
nachgewiesen werden (Kananura et al.,, 2000; Maljevic et al., 2010). Wir
untersuchten daher die physiologische Funktion von K,7.5 im ZNS unter
Zuhilfenahme eines K,7.5 Mausmodells (Kcng5°™®"), bei dem alle K,7.5-
Untereinheit tragenden Kaliumkanale funktionslos sind. Im Gegensatz zu K,7.2

dn/dn

oder K,7.3 Mausmodell zeigen Kcng5 Mause keine Anfdlle oder Epilepsie

(Tzingounis et al., 2010).

Wir fokussierten uns auf die CA3-Region des Hippokampus, in der K,7.5
besonders stark exprimiert wird. Mit unseren Untersuchungen konnten wir

belegen, dass K,7.5 vorwiegend in inhibitorischen Neuronen (sog. Interneuronen)
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und an inhibitorischen Synapsen exprimiert wird. Konsistent mit dieser

dn/dn _ Tieren eine reduzierte Erregbarkeit

Lokalisation fanden wir in den Kcng5s
des lokalen CA3-Netzwerks und gleichzeitig eine erhohte Erregbarkeit von

Interneuronen.

Zusammenfassend weisen unsere Untersuchungen darauf hin, dass der
Funktionsverlust von K,7.5 im Gegensatz zu K,7.2 und K,7.3 die Erregbarkeit im
ZNS reduziert, da aufgrund der Lokalisation von K,7.5 in Interneuronen in einer
hoheren intrinsischen Aktivitat der inhibitorischen Zellen resultiert. Folglich ist es

dn/dn _ M3use zu Epilepsie neigen;

als unwahrscheinlich zu erachten, dass Kcng5
man koénnte sogar postulieren, dass der K,7.5 Funktionsverlust gegen

epileptische Anfille protektiv wirkt.
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2.6. Kalziumaktivierte Chloridkanale in olfaktorischen Neuronen

Billig G.M., Pal B., Fidzinski P., Jentsch T.J. Ca2+-activated Cl- currents are
dispensable for olfaction. Nature Neuroscience 2011, 14(6):763-769.

http://dx.doi.org/10.1038/nn.2821

Auch beim physiologischen Riechvorgang ist intrinsische Erregbarkeit der
beteiligten Neurone Voraussetzung. Unsere Fahigkeit, geringste Konzentrationen
einer Plethora von Riechstoffen wahrzunehmen, beruht auf einer komplexen
Signaltransduktion in olfaktorischen Neuronen der Riechschleimhaut (Kleene,
2008): zunachst binden geruchsaktive Molekile an membransténdige, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, was zur Aktivierung einer Adenylylzyklase und
Produktion von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) fiihrt. Im nachsten
Schritt aktiviert cAMP einen Kationenkanal (cyclic nucleotide gated channel,
CNG), der einen Einstrom von Natrium- und Kalziumionen und eine
Depolarisation ermoglicht. Schliefllich kommt es zur Aktivierung eines
kalziumabhdngigen Chloridkanals und aufgrund hoher intrazelluldrer
Chloridkonzentration (Stephan et al., 2009) zu weiterer Depolarisation der

Zellmembran.

Bislang wurde angenommen, dass die Uber CNG-Kandle vermittelte
Spannungsanderung erst durch Verstarkung aufgrund der Aktivierung
kalziumabhangiger Chloridkandle eine fir die Signalweiterleitung ausreichende
Depolarisation moglich macht. Da die molekulare Identitdt des beteiligten
Chloridkanals jedoch unbekannt war, blieb ein eindeutiger Nachweis dieser
Verstarkungshypothese aus. In unserer Arbeit konnten wir Anoctamin2 als den
kalziumaktivierten Chloridkanal in olfaktorischen Neuronen identifizieren: das
Ausschalten von Anoctamin2 im Mausmodell fihrte zur Aufhebung von
kalziumaktivierten Chloridstrémen. Uberraschenderweise hatte das Ausschalten
von Anoctamin2 keinen Effekt auf die Riechfunktion: diese war in Anoctamin2
Knockout-Mausen unverandert. Wir konnten somit in unserer Arbeit nachweisen,
dass entgegen der bis dahin gangigen Lehrmeinung kalziumaktivierte
Chloridkanale in olfaktorischen Neuronen fiir eine physiologische Riechfunktion

nicht zwingend notwendig sind.
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3. Diskussion

In den Arbeiten meiner Habilitationsschrift wurde das Ziel verfolgt, durch Analyse
der Regulationsmechanismen synaptischer und intrinsischer Erregbarkeit ein
besseres Verstandnis Uber die Signalverarbeitung im ZNS zu gewinnen. Im

Folgenden gehe ich auf die behandelten Aspekte einzeln ein.

3.1. Zellspezifische Plastizitat an CA1-Subikulum Synapsen

An CA1-Subikulum Synapsen konnten zwei Arten postsynaptisch vermittelter,
zellspezifischer Plastizitdt beobachtet werden: mGlu-Rezeptor abhangige LTP und
NMDA-Rezeptor abhangige LTD (Fidzinski et al., 2008). Die LTP und LTD traten in
,Burst“- und ,,Regular“-Zellen mit unterschiedlichen Induktionsschwellen auf. Da
auch die prasynaptische LTP im Subikulum zellspezifisch auftritt (Wozny et al.,
2008a; Wozny et al., 2008b), erharten die Daten die Vermutung, dass subikuldre
Zellspezifitat einen wichtigen physiologischen Steuerungsmechanismus darstellt.
Die unterschiedliche Verteilung der Somata von ,Burst” und ,Regular” Zellen
(Greene and Totterdell, 1997; Harris et al., 2001; Menendez et al., 2003; Staff et
al., 2000) und auch die Verteilung und Erregbarkeit subikularer Axone (Funahashi
et al., 1999; Ishizuka, 2001; Kohler, 1986; Naber and Witter, 1998; Stewart, 1997)
deuten daraufhin, dass Projektionen von ,Burst“ und ,Regular” Zellen
unterschiedliche Hirnregionen zum Ziel haben. Folglich ist denkbar, dass die
vermutete Steuerung Uber zellspezifische Induktionsschwellen fiir synaptische

Plastizitat die Spezifitat des hippokampalen Ausgangs reguliert.

Eine weitere Beobachtung war, dass die Richtung der Plastizitat (LTP vs. LTD)
nicht nur vom Zelltyp, sondern auch von der Stimulusfrequenz abhéangig ist.
Ahnliche Phanomene wurden auch in anderen Hirnregionen beschrieben, dabei
konnte die Richtung der Plastizitat vor allem durch unterschiedliche Grade der
postsynaptischen Depolarisation und folglich unterschiedliche Kinetik der
postsynaptischen Kalziumsignale erklart werden (Cho et al., 2001; Harney et al.,
2006; Ismailov et al., 2004). In unserer Arbeit beobachteten wir wahrend der
Stimulation eine unterschiedliche Kinetik der Spannungsantworten/EPSPs in

,Burst“ und ,Regular” Zellen. Da NMDA-Rezeptoren bereits beim
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Ruhemembranpotential an EPSPs in subikuldren Zellen beteiligt sind (Behr et al.,
1998), gehen wir davon an, dass zellspezifische Plastizitdt im Subikulum auf

unterschiedlicher Kinetik von Kalziumsignalen basiert.

Damit konsistent ist die Notwendigkeit der Aktivierung muskarinerger
Acetylcholinrezeptoren fir die Induktion bidirektionaler Plastizitdt im Subikulum.
Nach Blockade dieser Rezeptoren konnte weder LTP in ,,Burst“-Zellen noch LTD in
»,Regular”-Zellen induziert werden (Shor et al., 2009). Abhangig von ihrem Subtyp
(M1-M5) kbnnen muskarinerge Azetylcholinrezeptoren unterschiedliche
intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren. Der in der hippokampalen Formation
vorwiegend exprimierte M1-Rezeptor (Volpicelli and Levey, 2004) aktiviert eine
Uber Phopholipase C vermittelte Signalkaskade, welche zur Produktion von
Inositoltrisphosphat (IP3) und Offnung intrazellulirer Kalziumspeicher fiihrt. Da
nach Blockade der Kalziumsignalwege mit der Puffersubstanz BAPTA die
bidirektionale Plastizitdt in subikularen Zellen blockiert wird (Fidzinski et al.,
2008), st anzunehmen, dass auch die Blockade muskarinerger
Azetylcholinrezeptoren zu verdanderten bzw. abgeschwachten Kalziumsignalen
fihrt, welche dann nicht mehr in der Lage sind, Plastizitdt zu induzieren. Auch die
Effekte der Inhibition von VGCC-Kanalen, insbesondere die Beeinflussung der
Polaritdt (LTP vs. LTD) sind mit einer Beteiligung intrazellularer Kalziumkaskaden

bei bidirektionaler Plastizitdt im Subikulum vereinbar.

3.2. Synaptische Plastizitdt an Entorhinalkortex-Subikulum Synapsen

An Synapsen zwischen Entorhinalkortex und ,,Burst“-Zellen im Subikulum fanden
wir nach Hochfrequenzstimulation eine postsynaptisch vermittelte LTP, welche
von der Aktivierung von NMDA Rezeptoren und intrazelluldren Kalziumsignalen
abhangig war (Fidzinski et al., 2012). Dieser Typ der LTP wurde in vielen anderen
Synapsen im ZNS, insbesondere im Hippokampus beschrieben (Bliss and
Collingridge, 1993), unterschied sich jedoch deutlich von prasynaptisch
vermittelter LTP, welche im gleichen subikuldren Zelltyp an Eingdngen aus der
Area CA1 gefunden wurde (Wozny et al., 2008a). Interessanterweise war zur LTP-

Induktion auch ein deutlich starkerer Hochfrequenzstimulus als an CA1-Synapsen
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notwendig. Der hohe Schwellenwert zur LTP-Induktion ist mit einer spezifischen
Eigenschaft von Pyramidenzellen in der Schicht Il des Entorhinalkortex
konsistent, welche die Hauptprojektion ins Subikulum vermitteln (Amaral and
Witter, 1989; Lopes Da Silva et al., 1990; Witter et al., 2000): diese Zellen sind
nicht in der Lage, Hochfrequenzstimuli addquat in Aktionspotentiale zu
Ubersetzen, nur bei Stimulationsfrequenzen unter 10 Hz kommt es zu

verlasslicher Aktionspotentialgeneration (Gloveli et al., 1997).

Hingegen konnten wir nach Niedrigfrequenzstimulation der Entorhinaleingange
in ,Burst” Zellen sowohl eine homosynaptische LTD an Synapsen aus dem
Entorhinalkortex als auch eine Fazilitierung der Synapsen aus der CAl
beobachten. Diese heterosynaptische Fazilitierung war durch GABAerge
Disinhibition im Subikulum vermittelt und beruhte am ehesten auf einer
Aktivierung prasynaptischer NMDA Rezeptoren an GABAergen Synapsen, womit
wir einen neuen Mechanismus inhibitorischer Plastizitat in Nervenzellen von
Sdugetieren beschrieben. Die heterosynaptische Aktivierung von NMDA
Rezeptoren an GABAergen Synapsen kdnnte durch ein ,Uberschwappen” von
Glutamat aus glutamatergen zu GABAergen Synapsen bedingt sein; die hohe
Glutamatsensitivitait von NMDA-Rezeptoren (Kullmann et al., 1996) unterstitzt
diese Hypothese. Andererseits ist auch eine axoaxonale Verbindung zwischen
glutamatergen Fasern aus dem Entorhinalkortex und GABAergen Axonen im
Subikulum denkbar. Axoaxonische Verbindungen zwischen glutamatergen und
GABAergen Fasern sind aus dem Neokortex bekannt (Ren et al.,, 2007).
SchliefRlich kann auch eine dendritische Aktivierung von NMDA Rezeptoren in
Interneuronen zur Veranderung der Freisetzung an ihren Synapsen flihren.
Derartige elektrotonische Effekte wurden im Zerebellum beschrieben (Christie
and Jahr, 2008). Die gleichzeitige Hemmung des Entorhinaleingangs und
Verstarkung des CA1 Eingangs konnte fiir die Homdostase des hippokampalen
Ausgangs eine wichtige Rolle spielen, indem das Niveau der synaptischen

Erregbarkeit im Subikulum in einem stabilen Bereich gehalten wird.
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3.3. K,7 - Kaliumkanale im ZNS

Die Wirkungsweise von K,7 Kaliumkanalen beruht auf einer langsamen,
spannungsabhangigen  Aktivierung und einer daraus resultierenden
Hyperpolarisation. So konnen K,7.2- und K,7.3-Kandle in Neuronen nach
Aktivierung durch das erste Aktionspotential die Generation weiterer
Aktionspotentiale verhindern und als neuronale , Bremse” wirken (Soldovieri et
al., 2011). Bereits ein partieller (heterozygoter) Funktionsverlust von K,7.2 oder
K,7.3 kann sowohl beim Menschen (Biervert et al., 1998; Singh et al., 2008) als
auch in Mausmodellen (Peters et al., 2005; Singh et al., 2008; Watanabe et al.,

2000) zu Epilepsie fuhren.

K,7.5, das ebenfalls eine breite zerebrale Expression zeigt, wurde bereits 2000
nach Mutationsanalysen eher unwahrscheinlich als Kandidatengen fiir humane
Epilepsie betrachtet (Kananura et al., 2000). Um die Unterschiede von
K,7.2/K,7.3 Kanalen und K,7.5 Kanalen genauer zu untersuchen, verwendeten
wir Mause mit einer dominant-negativen Mutation im K,7.5-Gen, welche die
Kanalpore funktionslos macht. Tatsdchlich zeigten diese Mause im Gegensatz zu
Ky7.2 und K,7.3 Mausmodellen keine offensichtlichen Verhaltensaufalligkeiten
oder gar Epilepsie. Vielmehr konnten wir in akuten Hirnschnitten beobachten,
dass im K,7.5 Mausmodell nicht die Erregbarkeit, sondern die Hemmung

verstarkt war (Fidzinski et al., 2015).

Der Unterschied in der Funktion zwischen K,7.2 und K,7.3 einerseits und K,7.5
andererseits kann durch die unterschiedliche Lokalisation erklart werden. K,7.2
und K,7.3 sind vorwiegend in erregenden Pyramidenzellen am Axonhiigel und in
Axonen an Ranvierschen Schniirringen zu finden (Klinger et al., 2011), womit sie
eine optimale Lokalisation zur Aktionspotentialkontrolle haben und bei ihrem
Funktionsausfall eine Ubererregbarkeit resultiert (Peters et al., 2005). Hingegen
fanden wir K,7.5 in inhibitorischen Zellen (sog. Interneuronen) und auch an
hemmenden Synapsen, an denen K,7.2 und K,7.3 nicht nachgewiesen werden
konnte (Klinger et al., 2011). Analog zu erhohter Erregbarkeit von
Pyramidenzellen in K,7.2/K,7.3 Mausmodellen konnten wir in

dn/dn

Hirnschnittuntersuchungen belegen, dass in Kcng5s Mausen mehrere Klassen
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von Interneuronen eine erhohte intrinsische Erregbarkeit zeigen. Somit scheint
K,7.5 im ZNS eine komplementare Funktion zu K,7.2 und K,7.3 zu spielen. Die
unveranderte intrinsische Erregbarkeit von Pyramidenzellen in unserem K,7.5
Mausmodell unterstiitzt diese Hypothese.

dn/dn

Es ist prinzipiell denkbar, dass verstarkte Inhibition in Kcng5 Mausen einen

protektiven Mechanismus gegen epileptische Anfédlle darstellt. Dies wird durch

dn/dn M3usen

die Tatsache unterstiitzt, dass die in Hirnschnitten von Kcng5
beobachtete verstarkte Aktivitdit von Interneuronen und somit verstarkte
Inhibition auch in vivo zu finden war. Insbesondere konnten wir im Vergleich zu
Kontrollen eine Dampfung zerebraler Oszillationen im Gamma- (40-80 Hz) und
auch im hochfrequenten (100-200 Hz) Frequenzbereich finden. Daher ist zu
erwarten, dass auch pathologische Oszillationen wahrend epileptischer Aktivitat

bei Funktionsausfall von K,7.5 unterdriickt werden konnten und somit die K,7.5

Mutation eine antikonvulsive Wirkung hat.

Pathologische Uberregbarkeit im ZNS, z.B. bei Epilepsie, kann iiber Offnung von
Ky7.2 und K,7.3 Kanélen reduziert werden. Retigabin, ein unspezifischer K,7-
Kanaloffner, wird als Antikonvulsivum verwendet (Yamada and Welty, 2012).
Neben K,7.2 und K,7.3 wirkt Retigabin jedoch auch als Offner von K,7.5 (Schenzer
et al., 2005). Da die Offnung von K,7.5 aufgrund von uns beschriebener
Lokalisation im hemmenden System die Erregbarkeit steigern kann, erscheint es
daher als moglich, dass die antikonvulsive Wirkung von Retigabin durch die
Aktivierung von K,7.5 und folglich Reduktion der zerebralen Hemmung
abgeschwicht wird. Hingegen ist vorstellbar, dass spezifische Offner fiir K,7.2
und K,7.3 ohne Wirkung auf K,7.5, z.B. ICA-27243 (Wickenden et al., 2008), eine

hohere antikonvulsive Wirkung als Retigabin zeigen.

3.4. Identifikation von Anoctamin2 als Chloridkanal in olfaktorischen

Neuronen

Kalziumaktivierte Chloridkandle werden in unterschiedlichsten Spezies und
Geweben exprimiert (Hartzell, 2008). Abhangig vom Chloridumkehrpotential

bewirkt ihre Offnung eine Anderung des Membranpotentials nach Aktivierung
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durch Kalziumionen. Erstmalig wurden kalziumaktivierte Chloridkanédle in
Xenopus-Eizellen charakterisiert, wo sie nach Fertilisation und Einstrom von
Kalzium die Zellmembran depolarisieren und so die Fusion eines weiteren
Spermiums mit der Zellmembran verhindern (Miledi and Parker, 1984). Auch im
Nervensystem, insbesondere in olfaktorischen Neuronen (Lowe and Gold, 1993)
und in Hinterhornganglien (Currie et al.,, 1995) sind kalziumaktivierte
Chloridkanale beschrieben worden. Die Charakterisierung der Chloridstrome in
olfaktorischen Neuronen ergab, dass deren Anteil am Gesamt-Rezeptorstrom bis
zu 90% betrug (Kleene, 2008; Kurahashi and Yau, 1993; Reisert et al., 2003) und
folglich eine hohe physiologische Relevanz haben musste. Als Kandidaten in
olfaktorischen Neuronen wurden unterschiedliche Proteine postuliert, darunter

Anoctamin2 (Stephan et al., 2009) und Bestrophin-2 (Pifferi et al., 2006).

Bis 2008 war die molekulare Identitat der kalziumaktivierten Chloridkanale
ungeklart. Die Klonierung von Anoctaminl (Schroeder et al., 2008) konnte dieses
Rétsel I6sen und gab Anstof8 zur Charakterisierung der gesamten Anoctamin-
Familie mit 10 Mitgliedern, denen eine hohe funktionelle Diversitat auch jenseits
der Chloridkanalfunktion zugeschrieben wird (Milenkovic et al., 2010). In unserer
Arbeit konnten wir Anoctamin2 als den kalziumaktivierten Chloridkanal in
olfaktorischen Neuronen identifizieren (Billig et al., 2011), da nach Ausschalten
des Ano2-Gens in Mausen die Chloridstrome nahezu komplett verschwanden.
Hingegen wiesen unveranderte Chloridstrome in Bestrophin-2 Knockout Mausen
daraufhin, dass dieses Protein nicht wesentlich zu Chloridantwort beitragen kann

(Pifferi et al., 2009).

Trotz der reduzierten Chloridstrome in Einzellzellableitungen aus Riechepithel-
Schnittpraparaten und auch reduzierten Antworten bei Elektroolfaktogramm-
Ableitungen in Anoctamin2-Knockout Mausen zeigten die Tiere im mehreren
Tests keine Anderung der Riechfunktion. Auch bei einigen Patienten mit von-
Willenbrand-Syndrom, einer hereditdren  Gerinnungsstérung, ist ein
Funktionsausfall des Anoctamin2 Gens nachgewiesen worden (Schneppenheim
et al., 2007). Ahnlich den Anoctamin2 Knockout M3usen zeigen auch diese

Patienten keine offensichtliche Stérung des Geruchsinns.
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Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass fiir eine regelrechte Funktion
des Geruchsinns die in olfaktorischen Neuronen exprimierten CNG-Kanale eine
ausreichende Rezeptorantwort leisten koénnen und keine Regulation der
intrinsischen Erregbarkeit durch Verstarkung durch Chloridstrome (ber

kalziumaktivierte Chloridkanale notwendig ist.
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4. Zusammenfassung

Stérungen neuronaler Erregbarkeit sind an vielen neurologischen und
psychiatrischen Erkrankungen beteiligt, folglich basieren eine Reihe
pharmakologischer Ansdtze zur Therapie dieser Erkrankungen auf der
Beeinflussung dieser Erregbarkeit. In der vorliegenden Arbeit sind Mechanismen
der Erregbarkeit auf synaptischer und intrinsischer Ebene ndher untersucht

worden.

Beziglich synaptischer Erregbarkeit wurde gezeigt, dass die im Subikulum
exprimierten Pyramidenzelltypen, ,Burst“- und ,Regular“-Zellen, an den CA1l-
Subikulum Synapsen neben der zellspezifischen Langzeitpotenzierung (LTP) auch
eine niedrigfrequenzinduzierte, zellspezifische Langzeitdepression (LTD) zeigen,
und dass diese liber muskarinerge Acetylcholinrezeptoren, spannungsabhangige
Kalziumkanale und sowohl metabotrope als auch ionotrope Glutamatrezeptoren
reguliert wird. Zusatzlich konnte erstmalig gezeigt werden, dass auch Synapsen
zwischen Entorhinalkortex (EC) und Subikulum LTP und LTD exprimieren, dabei
wurde auch eine neue Form der heterosynaptischen Plastizitdt zwischen EC-
Subikulum und CA1-Subikulum Synapsen beschrieben, welche auf GABAerger
LTD beruht. Die beschriebenen Mechanismen sind fiir das Verstandnis

synaptischer Erregbarkeit an der hippokampalen Ausgangsstruktur essentiell.

Die Regulation der intrinsischen Erregbarkeit wurde an zwei Beispielen
untersucht, dem K,7.5 Kaliumkanal und dem Anoctamin2 Chloridkanal. Wir
konnten erstmalig nachweisen, dass K,7.5 im Gegensatz zu K,7.2 und K,7.3
vorwiegend die Erregbarkeit hemmender Neurone kontrolliert, und dass beim
Funktionsverlust von K,7.5 die GABAerge Inhibition erhoht ist. Da unspezifische
K,7 Kanalaktivatoren als Antikonvulsiva eingesetzt werden, haben die hier

gewonnenen Erkenntnisse eine direkte klinische Relevanz.

Schlieflich konnten wir mit Anoctamin2-Chloridkanal die molekulare Identitat
des kalziumaktivierten Chloridkanals in sensorischen olfaktorischen Neuronen
aufklaren und zeigen, dass entgegen der bis dahin gangigen Lehrmeinung der
kalziumaktivierte Chloridkanal fiir die addquate Funktion des Geruchsinns nicht

zwingend notwendig ist.
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Zusammenfassend ergdnzen die Arbeiten durch Charakterisierung bis dahin
unbekannter zellspezifischer, eingangspezifischer und heterosynaptischer Effekte
die bisherige Kenntnis Uber Mechanismen synaptischer Erregbarkeit und
Plastizitat im Subikulum. Ferner wird anhand der Funktionsanalyse von K,7.5 und
Anoctamin2 deutlich, dass Steigerung intrinsischer Erregbarkeit abhangig vom
Zelltyp entgegengesetzte Effekte auf die Gesamterregbarkeit eines Netzwerks
haben kann (K,7.5) und dass selbst eine Abschwachung der intrinsischen
Erregbarkeit nicht zwingend mit einem physiologischen Funktionsverlust

einhergehen muss (Anoctamin2).
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