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Abkirzungen
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1. Einleitung

Nervenzellen von Sdugetieren besitzen in der Regel drei anatomisch gut unterscheidbare
Kompartimente, den Zellkorper, die davon ausgehenden Dendriten und die vergleichsweise
diinne, zunéchst marklose Nervenfaser (,,nichtmyelinisiertes* Axon), das dem Zellkorper oder
zellkdrpernah einem Dendriten entstammt (Kandel et al., 2000; Squire et al., 2008), und
marklos bleiben oder im weiteren Verlauf myelinisiert sein kann. Das nunmehr klassische -
wenn auch historisch nicht &lteste - Schema der Signalausbreitung im Zentralnervensystem
von Wirbeltieren beinhaltet die Generierung eines Aktionspotenzials im Axoninitialsegment
der Nervenzelle bei Uberschreiten eines bestimmten Schwellenpotenzials, die aktive
Propagation des Aktionspotenzials entlang des Axons, die aktionspotenzial- und
calciumabhéngige Freisetzung eines Botenstoffes aus den prasynaptischen Strukturen
(Boutons), jenseits des synaptischen Spalts die Generierung unterschwelliger postsynaptischer
Signale auf Dendriten oder dem Zellkérper nachgeschalteter Nervenzellen mit anschlieRender
passiver Propagation, um bei entsprechender Summation im Axoninitialsegment wieder
Aktionspotenziale auszuldsen (Kandel et al., 2000; Squire et al., 2008). Dieses klassische
Schema hat in den vergangenen Jahren deutliche Erweiterungen erfahren, seit technische
Fortschritte es erlaubten, nicht nur am Zellkdrper, sondern auch an Dendriten direkte
Ableitungen elektrischer Signale vorzunehmen (Ubersicht in Stuart & Spruston, 1995). Zum
einen wurde beobachtet, dal Aktionspotenziale vom Ort ihrer Entstehung am
Axoninitialsegment aus nicht nur ins Axon fortgeleitet werden, sondern auch via Zellkorper in
die Dendriten (Stuart & Sakmann, 1994). Zum anderen erkannte man, dal im Dendriten
Aktionspotenziale generiert werden konnen (Martina et al., 2000) bzw. aktive
Depolarisationen erfolgen, die aufgrund ihres Alles-oder-Nichts-Verhaltens an klassische
Aktionspotenziale erinnern (Ubersicht in Spruston, 2008; Larkum et al., 2009). Dies sind
bedeutende Entdeckungen im Zusammenhang mit der Vorstellung, wie im Nervensystem

Signale und Informationen verarbeitet werden, denn diese aktiven dendritischen Signale



beeinflussen die Informationsverarbeitung im postsynaptischen Neuron wund tragen
wahrscheinlich mit dazu bei, daB die individuellen Ubertragungsstarken von synaptischen
Kontakten im Netzwerk der Nervenzellen spezifisch verdndert werden konnen (Spruston,
2008).

Demgegeniber blieb das Bild von elektrischen Signalen bzw. deren Generierung auf Axonen
in der GroRhirnrinde von S&ugetieren bis vor wenigen Jahren unklar. Mangels direkten
MeRzugangs zu den Uberwiegend marklosen Axonen wurden zu deren experimenteller
Untersuchung einerseits indirekte Methoden angewandt (z. B. Ruiz et al., 2003; Marder,
2006), andererseits das klassische Modell des ebenfalls marklosen Riesenaxons des
Tintenfischs (Hodgkin & Huxley, 1952) auf Axone im Zentralnervensystem von Sdugern in
modifizierter Form Ubertragen (Faisal & Laughlin, 2007). Indirekte MeBmethoden erlauben
jedoch nur indirekte SchluRfolgerungen, und die Ubertragung eines Modells, das an einem
bestimmten Modellsystem erstellt wurde, birgt die Gefahr der Unterschiedlichkeit von
Modellsystemen. Zum  Beispiel sind zwei  wesentliche  Charakteristika  des
Tintenfischriesenaxons eine relativ hohe spezifische Membranleitfahigkeit der axonalen
Membran in Ruhe und ein Aktionspotenzial, das in seiner Generierung durch einen hohen,
sehr undkonomischen Energieverbrauch gekennzeichnet ist (Hodgkin & Huxley, 1952;
Hodgkin, 1975). Die technische Entwicklung und die Weiterentwicklung biologischer
Préparate erlauben es nun seit wenigen Jahren, von kortikalen Axonen auch direkt elektrisch
abzuleiten (Geiger & Jonas, 2000; Shu et al., 2006). So wurden Erkenntnisse zum kortikalen
marklosen Axon gewonnen, die aufgrund der bis dahin indirekt erhobenen Daten und
Extrapolationen von anderen Modellsystemen unerwartet waren (Alle & Geiger, 2006; Shu et
al., 2006; Alle et al., 2009).

Im Laufe der Arbeit an den hier zusammengestellten Projekten riickte die Frage nach
Randbedingungen und Prinzipien bei der Entwicklung neuronaler Prozesse zur Erflllung

spezifischer zelluldrer Funktionen, wie zum Beispiel des Membranpotenzials oder



Aktionspotenzials, in den Blickpunkt. Zwei Randbedingungen sind geometrischer und
biophysikalischer Natur (Laughlin & Sejnowski, 2003). Beispielsweise konnen Axone
aufgrund des Zusammenhangs zwischen Durchmesser und Leitungsgeschwindigkeit nicht
beliebig diinn ausfallen, damit zeitliche Verzdgerungen der Informationsausbreitung zwischen
Nervenzellen eine schnelle, synchrone Prozessierung nicht beeintréchtigen; die Dichte
spannungsgesteuerter lonenkandale sollte bestimmte Unter- und Obergrenzen nicht unter- bzw.
uberschreiten, weil im einen Fall die Generierung von Aktionspotenzialen nicht mehr
garantiert wére, im anderen Fall die unerwiinschte spontane Entstehung von
Aktionspotenzialen kaum oder nicht verhindert werden kénnte (Laughlin & Sejnowski, 2003).
Eine weitere Randbedingung, die bei der Entwicklung neuronaler Strukturen und Prozesse
eine Rolle gespielt zu haben scheint, ist die metabolische Energie, die Organismen selbst
ihren Gehirnen wahrscheinlich nicht in beliebiger Menge pro Zeit zur Verfugung stellen
konnten; ein Prinzip, welches das Problem der Knappheit nutzbarer Energie in den Griff zu
bekommen sucht, ist Effizienz (Laughlin & Sejnowski, 2003).

Zwar wurden diese Randbedingungen erkannt und mogliche Prinzipien zum Umgang damit
benannt, gut belegte Beispiele der Umsetzung der Prinzipien in Gehirnen von S&ugetieren gibt
es aber kaum, auler etwa denen der Miniaturisierung und Strukturierung in sogenannte
»Kleine-Welt-Netze*, das heilt lokal hohe, zwischen entfernten Gehirnarealen aber niedrige
Konnektivitdt, und der Mdoglichkeit, dal neuronale Netzwerke eine Kodierung der
Information benutzen, die mit wenigen Aktionspotenzialen auskommt, sogenanntes ,,sparse
coding“ (Laughlin & Sejnowski, 2003). Dahingegen ergibt sich aus der Weise, in der
Aktionspotenziale  auf  dinnen  marklosen ~ Axonen  gemadl des  Modells
» rintenfischriesenaxon generiert werden, und den Eigenschaften der axonalen Membran
(Hodgkin & Huxley, 1952) offenbar ein Widerspruch zwischen dem angenommenem Prinzip

der Effizienz und der biologischen Realisation.



2. Eigene Arbeiten

2.1

Kombinierte analoge und digitale Kodierung in hippokampalen Moosfasern

Die initiale Fragestellung, die zur ersten Arbeit in dieser Reihe fuhrte, stand im Kontext der
zu der damaligen Zeit breit untersuchten Funktion prasynaptischer Glutamatrezeptoren des
Kainat-Typs (z. B. Schmitz et al., 2001; Darstein et al., 2003). Auf der Suche nach
ionotropen, d. h. direkten elektrischen Effekten von auf hippokampalen Moosfaserboutons
lokalisierten Kainatrezeptoren lie3en sich bei elektrischer Stimulation in der Molekularschicht
des Gyrus dentatus im Hippokampus, in der Axone Synapsen mit den Dendriten der
Kdornerzellen bilden, und gleichzeitig direkter elektrischer Ableitung von Moosfaserboutons,
den axonalen Glutamatfreisetzungsstellen der Kornerzellen, langsame, transiente und
unterschwellige Depolarisationen registrieren. Drei Hypothesen zu deren Generierung wurden
aufgestellt. 1. Glutamat, das aus dem abgeleiteten Axon und/oder aus benachbarten, parallel
verlaufenden Moosfasern im Stratum lucidum freigesetzt wird, bindet an Glutamatrezeptoren
auf dem Moosfaserbouton und verursacht durch Kationeneinstrom die Depolarisation. 2.
Kalium, das wéhrend propagierender Aktionspotenziale auf den anderen Moosfasern von
intra- nach extrazelluldr gelangt, depolarisiert das abgeleitete Axon. 3. Elektrisch passiv
fortgeleitete, in den Dendriten der Kornerzellen generierte erregende postsynaptische
Potenziale fiihren zu der am Moosfaserbouton beobachteten Depolarisation.

Im Verlaufe der Experimente zur Beantwortung der Fragestellung wurden Hypothesen 1 und
2 falsifiziert, fur Hypothese 3 hingegen fanden sich gute Evidenzen. Zusammengefalit konnte
gezeigt werden, dal3 durch eine Uberraschend niedrige Membranleitfahigkeit des Axons in
Ruhe erregende postsynaptische Potenziale tatséchlich aus der somatodendritischen Doméane
der Kornerzelle bis mehrere hundert Mikrometer weit in die Moosfaser hinein passiv

fortgeleitet werden konnen. Von diesen transienten, unterschwelligen Depolarisationen



konnte weiterhin gezeigt werden, dal} die aktionspotenzialabhéngige Glutamatfreisetzung
moduliert wird in dem Sinne, dal? Aktionspotenziale, die wahrend einer solchen transienten
Depolarisation ebenfalls am Moosfaserbouton eintreffen, mehr Glutamat zur Ausschittung
bringen, als wenn die Akionspotenziale ohne zusatzliche Depolarisation flr
Glutamatfreisetzung sorgen. Dieser Befund war deshalb so tberraschend, weil bis zu diesem
Zeitpunkt angenommen wurde, dal3 in Sdugeraxonen Information ausschlieflich in Zahl
und/oder zeitlichem Abstand von Aktionspotenzialen kodiert werden, aber nicht zusatzlich

durch unterschwellige Membranpotenzialschwankungen (Marder, 2006).

Science 2006 Mar 3;311(5765):1290-3.
Combined analog and action potential coding in hippocampal mossy fibers.
Alle H, Geiger JR.

Independent Hertie Research Group, Max Planck Institute for Brain Research, D-60528

Frankfurt, Germany.

In the mammalian cortex, it is generally assumed that the output information of neurons is
encoded in the number and the timing of action potentials. Here, we show, by using direct
patchclamp recordings from presynaptic hippocampal mossy fiber boutons, that axons
transmit analog signals in addition to action potentials. Excitatory presynaptic potentials result
from subthreshold dendritic synaptic inputs, which propagate several hundreds of
micrometers along the axon and modulate action potential-evoked transmitter release at the
mossy fiber-CA3 synapse. This combined analog and action potential coding represents an

additional mechanism for information transmission in a major hippocampal pathway.



2.2

Prasynaptische und axonale GABAAa- und Glycin-Rezeptoren

Aus der somatodendritischen Domane ins Axon passiv fortgeleitete erregene postsynaptische
Potenziale sind eine Mdglichkeit, wie unterschwellige transiente Membranpotenzial-
anderungen generiert werden koénnen (siehe 2.1). Wenn bis dato auch keine direkten
Evidenzen fur einen ionotropen Effekt von Glutamatrezeptoren auf Moosfasern bzw.
Moosfaserboutons gefunden werden konnten, so blieben doch als Mdglichkeiten andere
ligandengesteuerte lonenkanéle, beispielsweise vom GABAa-Typ oder Glyzin-Typ. Beide
ionotropen Transmitterrezeptoren sind permeabel fir Chlorid- und Hydrogencarbonationen
(Bormann et al., 1987), und ihr jeweiliges Umkehrpotenzial kann je nach axonalen Chlorid-
und Hydrogencarbonatregulationsmechanismen in Bereichen liegen, in denen die Aktivierung
dieser Rezeptoren zu Nettoionenstromen und folglich zu Potenzialdnderungen der Membran
fuhrt, was wiederum die Glutamatausschittung beeinflussen wirde, wie dies an der
glutamatergen Calyx von Held im auditorischen Hirnstamm beschrieben wurde (Turecek &
Trussel, 2001; Price & Trussel, 2006).

Im Falle der GABAAa-Rezeptoren gab es recht gute indirekte elektrophysiologische Evidenzen
fur deren Prasenz und Funktionalitdt auf hippokampalen Moosfasern (Ruiz et al., 2003). Es
fehlte jedoch der direkte Nachweis, und unklar blieben auch die Eigenschaften und die
Aktivierungsbedingungen des Rezeptors sowie die Quelle des GABA. Die auf den
Moosfasern exprimierten GABAa-Rezeptoren zeigen eine niedrige Affinitat fur GABA und
ihre Dichte ist verglichen mit spannungsgesteuerten lonenkandlen sehr niedrig, aber ab
juvenilem  Alter stabil. Cannabinoidrezeptor-tragende =~ GABAerge Interneurone,
wahrscheinlich sogenannte Moosfaser-assoziierte Interneurone (Vida & Frotscher, 2000)

konnten als eine Quelle flr den Transmitter identifiziert werden, wobei deren Aktivitat hoch



sein muf3, denn die extrazellulare GABA-Konzentration wird durch GABA-Transporter auf
niedrigem Niveau gehalten.

Die prasynaptischen Glyzinrezeptoren zeichnen sich durch eine hohere Einzelkanalleitfahig-
keit als die GABAAa-Rezeptoren aus, sind jedoch in noch niedrigerer Dichte vorhanden,
insbesondere bei erwachsenen Tieren. Sie spielen also moglicherweise wahrend der

pranatalen und direkt postnatalen Entwicklung des Moosfasersystems eine Rolle.

J Neurosci. 2007 Jan 24;27(4):942-50.
GABAergic spill-over transmission onto hippocampal mossy fiber boutons.
Alle H, Geiger JR.

Independent Hertie Research Group, Max Planck Institute for Brain Research, D-60528

Frankfurt, Germany.

Presynaptic ionotropic GABAA receptors have been suggested to contribute to the regulation
of cortical glutamatergic synaptic transmission. Here, we analyzed presynaptic GABAAa
receptor-mediated currents (34 °C) recorded from mossy fiber boutons (MFBS) in rat
hippocampal slices. In MFBs from young and adult animals, GABA puff application activated
currents that were blocked by GABAA, receptor antagonists. The conductance density of 0.65
mS cm™ was comparable to that of other presynaptic terminals. The single-channel
conductance was 36 pS (symmetrical chloride), yielding an estimated GABAA receptor
density of 20-200 receptors per MFB. Presynaptic GABAA, receptors likely contain alpha2-
subunits as indicated by their zolpidem sensitivity. In accordance with the low apparent
GABA affinity (ECso = 60 uM) of the receptors and a tight control of ambient GABA
concentration by GABA transporters, no tonic background activation of presynaptic GABAAa
receptors was observed. Instead, extracellular high-frequency stimulation led to transient
presynaptic currents, which were blocked by GABAA receptor antagonists but were enhanced
by block of GAT 1 (GABA transporter 1), indicating that these currents were generated by
GABA spill-over and subsequent presynaptic GABAA, receptor activation. Presynaptic spill-
over currents were depressed by pharmacological cannabinoid 1 (CB1) receptor activation,

suggesting that GABA was released predominantly by a CB1 receptor-expressing interneuron
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subpopulation. Because GABAA, receptors in axons are considered to act depolarizing, high
activity of CB1 receptor-expressing interneurons will exert substantial impact on presynaptic
membrane potential, thus modulating action potential-evoked transmitter release at the mossy

fiber-CA3 synapse.

Biochem Biophys Res Commun. 2010 Mar 19;393(4):587-91.
Presynaptic glycine receptors on hippocampal mossy fibers.
Kubota H, Alle H, Betz H, Geiger JR.

Independent Hertie Research Group, Max-Planck Institute for Brain Research, D-60528
Frankfurt am Main, Germany.

Presynaptic glycine receptors (GlyRs) have been implicated in the regulation of glutamatergic
synaptic transmission. Here, we characterized presynaptic GlyR-mediated currents by patch-
clamp recording from mossy fiber boutons (MFBs) in rat hippocampal slices. In MFBs, focal
puff-application of glycine-evoked chloride currents that were blocked by the GlyR antagonist
strychnine. Their amplitudes declined substantially during postnatal development, from a
mean conductance per MFB of approximately 600 pS in young to approximately 130 pS in
adult animals. Single-channel analysis revealed multiple conductance states between
approximately 20 and approximately 120 pS, consistent with expression of both homo- and
hetero-oligomeric GlyRs. Accordingly, estimated GlyRs densities varied between 8-17 per
young, and 1-3 per adult, MFB. Our results demonstrate that functional presynaptic GlyRs are
present on hippocampal mossy fiber terminals and suggest a role of these receptors in the

regulation of glutamate release during the development of the mossy fiber-CA3 synapse.
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2.3

Energieeffiziente Aktionspotenziale auf der marklosen Moosfaser

Betrachtet man die Generierung des wahrscheinlich beriihmtesten, wiewohl berechneten
Aktionspotenzials in der Literatur der Neurophysiologie, Abbildung 17 der Publikation ,,A
quantitative description of membrane current and its application to conduction and excitation
in nerve“ von A. L. Hodgkin & A. F. Huxley (1952), stellt man mit Hilfe von Abbildung 18C
derselben Publikation unmittelbar fest, daf? sich die Natriumein- und Kaliumauswaértsstrome
wéhrend des Aktionspotenzials an einem gegebenen Ort auf dem marklosen
Tintenfischriesenaxon zeitlich stark tberlappen. Natriumionen und Kaliumionen, die jedoch
zeitgleich am selben Ort die Seite der Membran wechseln, tragen nicht zur Umladung der
Membran bei, bleiben also ohne elektrischen Effekt. Um nach dem Aktionspotenzial den
gleichen Zustand der Ladungsverteilung wieder herzustellen wie zuvor, missen unter
Energieaufwand entsprechend groRe Ladungsmengen mit Hilfe der Natrium-Kalium-
Adenosintriphosphatase auf die jeweils andere Seite der Membran gepumpt werden. Diese
Ladungsmengen sind bei 18 °C drei- bis viermal so hoch wie bei einem Signal, das durch
perfekte Trennung des Natriumeinwartsstroms vom Kaliumauswartsstroms generiert werden
wurde (Hodgkin, 1975). Eine Literaturrecherche ergab damit zusammenhangend zwei weitere
interessante Punkte. Zum einen sah die Ladungsbilanz von Aktionspotenzialen, die fur
marklose Axone von S&ugern simuliert wurden, dhnlich schlecht wie fir das
Tintenfischriesenaxon aus (z. B. Faisal & Laughlin, 2007), zum anderen wurde diese
ungunstige Ladungsbilanz Berechnungen zugrunde gelegt, die sich mit den Energieausgaben
eines Organismus fir individuelle aktivitdtsabhangige Prozesse in der GroBhirnrinde
beschaftigten (Attwell & Laughlin, 2001). Zeitgleiche Vorarbeiten fiir das Projekt, das unter
2.4 beschrieben wird, deuteten aber bereits an, dal3 solch eine ineffiziente Generierung des

Aktionspotenzials zumindest fir die hippokampale Moosfaser nicht zutrifft, was

12



Konsequenzen fir Energiebudgetberechnungen, Interpretationen von auf energieumsetzenden
Prozessen beruhenden Gehirndarstellungsverfahren, lonenkanalmodellierungen und die
universitare Lehre? haben konnte. Um die Bedeutung dieses Problems etwas zu
verdeutlichen, seien zwei anatomische Daten genannt (Braitenberg & Schiz, 1998). Ein
Kubikmillimeter grauer Hirnsubstanz enthédlt ca. vier Kilometer gréftenteils markloser
Axone, auf denen Aktionspotenziale generiert werden, und ungeféahr 400 Meter Dendriten, an
denen teilweise ebenfalls Aktionspotenziale entlanglaufen. Diese L&ngen entsprechen bei
mittleren Durchmessern von 0,3 Mikrometern fiir Axone bzw. 0,9 Mikrometern fur Dendriten
Flachen von ca. 3800 bzw. 1100 Quadratmillimetern pro Kubikmillimeter grauer Substanz,
welche wiederum gleichbedeutend mit Quadraten von ca. 6 bzw. ca. 3 Zentimetern

Kantenlange pro Kubikmillimeter sind.

Science 2009 Sep 11;325(5946):1405-8.
Energy-efficient action potentials in hippocampal mossy fibers.
Alle H, Roth A, Geiger JR.

Independent Hertie Research Group, Max-Planck-Institute for Brain Research, 60528
Frankfurt, Germany.

Action potentials in nonmyelinated axons are considered to contribute substantially to
activity-dependent brain metabolism. Here we show that fast Na* current decay and delayed
K" current onset during action potentials in nonmyelinated mossy fibers of the rat
hippocampus minimize the overlap of their respective ion fluxes. This results in total Na”*
influx and associated energy demand per action potential of only 1.3 times the theoretical
minimum, in contrast to the factor of 4 used in previous energy budget calculations for neural
activity. Analysis of ionic conductance parameters revealed that the properties of Na™ and K*
channels are matched to make axonal action potentials energy-efficient, minimizing their

contribution to activity-dependent metabolism.
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Effiziente prasynaptische Aktionspotenzialrepolarisation durch K,3-Kandle

In der vorigen Arbeit wurde gezeigt, dafl die Generierung und Propagation des
Aktionspotenzials auf der hippokampalen Moosfaser nur die ca. 1,3-fache statt der bis dato zu
vermutenden 3- bis 4-fachen Ladungs- bzw. Energiemenge verglichen mit der theoretischen
Mindestmenge benétigt. Die Kosten des Aktionspotenzials stellten sich als gering heraus im
Vergleich zu den Kosten der durch dieses Aktionspotenzial verursachten Vorgange der
synaptischen Transmission zwischen der Moosfaser und glutamatergen und GABAergen
postsynaptischen Neuronen. Computersimulationen zeigten, daR die Natrium- und
Kaliumkandle ein Aktivierungs- und Inaktivierungsverhalten bzw. Deaktivierungsverhalten
zeigen, welches beziiglich der Ladungs- bzw. Energieeffizienz optimiert ist. Ein interessanter
Befund der  Simulationen  war, dal gleichzeitig mit den  optimierten
Leitfahigkeitseigenschaften die Leitfahigkeitsdichten fir Natrium und Kalium in der
Membran, die notig sind, die De- bzw. Repolarisation zu bewerkstelligen, geringer wurden,
was nichts anderes bedeutet, als da auch infrastrukturell ein Gewinn im Sinne von
Energieausgaben oder zumindest von Effizienz gegeniiber den bisherigen Modellen zu
erwarten ist.

Die Vorhersage uber die Dichte der Kaliumleitfahigkeit auf der Moosfaser und die
molekulare Identitdt der Kaliumkandle, die flr die schnelle und préazise Repolarisation des
Aktionspotenzials verantwortlich sind, wurden in der folgende Arbeit adressiert. Von der
Identitadt der Kaliumkanéle héngt die erforderliche physikalische Kanalproteindichte in der
Membran ab, denn Kaliumkanalfamilien unterscheiden sich in Eigenschaften wie
Einzelkanalleitfahigkeit, maximale  Offenwahrscheinlichkeit,  Verfugbarkeit  beim
Ruhemembranpotenzial und Rekrutierung wéhrend eines so extrem kurzen Signals wie des

Aktionspotenzials, also in der Aktivierungskinetik. Es stellte sich heraus, daR Kaliumkanale

14



der Familie K,3 die Hauptrolle bei der Aktionspotenzialrepolarisation spielen, dal K,1-
Kanéle ebenfalls beitragen, aber zusétzlich eine Funktion bei der Ruhemembranpotenzial-
einstellung haben, und daR calcium- und zugleich spannungsgesteuerte Kaliumkanéle mit sehr
hoher Einzelkanalleitfahigkeit nur dann eine Rolle spielen bei der Repolarisation, wenn K, 3-
Kanéle gehemmt sind. Weil K,3-Kandle verglichen mit K,1-Kanélen etwa zehnmal effektiver
zur Repolarisation beitragen, spart die Prasenz von K,3-Kanélen etwa 50 % Kanalproteine ein

im Vergleich zu einer Situation ohne diese Kanalfamilie.

J Neurosci. 2011 Jun 1;31(22):8001-12.

Sparse but highly efficient Kv3 outpace BKCa channels in action potential

repolarization at hippocampal mossy fiber boutons.
Alle H, Kubota H, Geiger JR.

Institut fir Neurophysiologie and Cluster of Excellence NeuroCure, Charité

Universitatsmedizin Berlin, 10117 Berlin, Germany.

Presynaptic elements of axons, where action potentials (APs) cause release of
neurotransmitter, are sites of high densities and complex interactions of proteins. We report
that the presence of K,3 channels in addition to K,1 at glutamatergic mossy fiber boutons
(MFBs) in rat hippocampal slices considerably limits the number of fast, voltage-activated
potassium channels necessary to achieve basal presynaptic AP repolarization. The
approximately 10-fold higher repolarization efficacy per K,3 channel compared to
presynaptic K1 results from a higher steady-state availability at rest, a better recruitment by
the presynaptic AP due to faster activation kinetics, and a larger single channel conductance.
Large-conductance calcium- and voltage-activated potassium channels (BKc,) at MFBs give
rise to a fast activating/fast inactivating and a slowly activating/sustained K™ current
component during long depolarizations. However, BK¢, contribute to MFB-AP repolarization
only after presynaptic K,3 have been disabled. The calcium chelators EGTA and BAPTA are
equally effective in preventing BKc, activation, suggesting that BKc, are not organized in
nanodomain complexes with presynaptic voltage-gated calcium channels. Thus, the functional
properties of K,3 channels at MFBs are tuned both to promote brevity of presynaptic APs

15



limiting glutamate release and at the same time to keep surface protein density of potassium
channels low. Presynaptic BKc, channels are restricted to limit further increases of the AP
half-duration in case of K,3 hypofunction, because rapid membrane repolarization by K,3

combined with distant calcium sources prevent BKc, activation during basal APs.
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3. Diskussion

Obwohl der gréliere Anteil der Axone im Saugerkortex marklos ist, war bis vor kurzem wenig
uber deren Physiologie bekannt. Das Modellsystem, von dem viele Eigenschaften auf andere
marklose Axone (Ubertragen wurden, war das Riesenaxon des Tintenfischs (Hodgkin &
Huxley, 1952). Bis heute illustrieren die klassischen Arbeiten die meisten entsprechenden
Kapitel in Lehrbichern; wichtige Zellparameter und Modelle spannungsgesteuerter
lonenkandle, die auf diese Arbeiten zuriickgehen, werden in Computersimulationen der
theoretischen Neurobiologie benutzt. Nicht zuletzt dienen diese Daten und Modelle als
Grundlage fir Kalkulationen von Energieumsatzverteilungen im Saugergehirn und daher auch
fir Interpretationen der Signalursache bei funktionellen bildgebenden Verfahren. Die
Forschungsarbeiten an der hippokampalen Moosfaser von Sdugern zeigen nun, dal3 sowohl
passive Membraneigenschaften dieser marklosen Axone (Alle & Geiger 2006) als auch deren
wichtigste aktive Signale, die dem Aktionspotenzial zugrundeliegenden lonenstrome (Alle et
al. 2009; Alle et al., 2011), gravierende Unterschiede zum Riesenaxon des Tintenfischs
aufweisen.

Der Befund einer im Gegensatz zu bisherigen Annahmen sehr niedrigen spezifischen
Ruhemembranleitfahigkeit markloser Axone bedeutet, da die Informationsweiterleitungs-
und Verarbeitungskapazitat von Axonen hoher sein konnte als die klassischerweise in
Séugeraxonen angenommene ,digitale“ Abbildung von Information durch ,Alles-oder-
Nichts*“-Aktionspotenziale. Unterschwellige synaptische Potenziale, die somatodendritisch
generiert werden, kdnnen aufgrund der resultierenden grofRen L&ngskonstante passiv bis zu 1
mm vom Zellkorper entfernten présynaptischen Terminalien propagiert werden, wo sie die
aktionspotenzialgetriggerte Glutamatfreisetzung modulieren und damit die Membran-
potenzialhistorie vor Generierung des Aktionspotenzials kodieren (Alle & Geiger, 2006). Ein
identisches Phdnomen wurde im selben Jahr an Axonen von und zwischen neokortikalen

Schicht-5-Pyramidenzellen beschrieben (Shu et al., 2006), und seither auch an anderen
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Synapsen (Bouhours et al., 2011; Zhu et al., 2011). Der genaue Mechanismus der Erhéhung
der Glutamatausschiuttung bei Kombination von unter- und uberschwelligem Signal an der
Moosfaser ist nicht geklart, ausgeschlossen wurden Ver&nderungen der présynaptischen
Aktionspotenzialform und Verénderungen des aktionspotenzial-induzierten prasynaptischen
Calciumeinstroms durch die transiente unterschwellige Depolarisation. VVon einer anderen
Arbeitsgruppe wurde der grundsétzlicher Befund an der Moosfaser bestétigt, und zusétzlich
eine Verénderung des zytosolischen Calciums vor dem Eintreffen des Aktionspotenzials
durch die langsame Depolarisation als Ursache ausgeschlossen (Scott et al., 2008).

Die in der Arbeit von 2007 und 2011 erstmals direkt nachgewiesenen axonalen und
prasynaptischen GABAAa- und Glyzinrezeptoren stellen eine weitere Mdoglichkeit dar, wie
zentrale marklose Axone transient depolarisiert werden konnen, um dann bei koinzidentem
Auftreten von Aktionspotenzialen die Glutamatausschiittung zu modulieren. Gemeinhin
werden die intraaxonalen Chloridkonzentrationen im Vergleich zu somatischen und
dendritischen Kompartimenten als eher hoch eingeschéatzt, etwa im Bereich von 20 mMol/I
(Price & Trussel, 2006). Dies hatte zur Folge, daB die Aktivierung von GABAAa- oder
Glyzinrezeptoren auf Axonen wund prasynaptischen Elementen eine Depolarisation
verursachen wirde.

Funktionell n&hert sich damit die axonale der dendritischen Doméne in Bezug auf das
Vorhandensein unterschwelliger, elektrotonisch Uber betréchtliche Strecken propagierender
Signale und das Vorhandensein ionotroper Transmitterrezeptoren, genauso wie sich
umgekehrt im Dendriten Aktionspotenziale fanden, die zuvor als axonale Signale betrachtet
wurden (Stuart & Sakmann, 1994). Noch globaler betrachtet ndhern sich damit Nervenzellen
des Zentralnervensystems von Sdugern funktionell Neuronen im Nervensystem von
Invertebraten (Marder, 2006).

Eine weitere Konsequenz der Arbeit aus dem Jahr 2006 ist die Feststellung, dafll die

Energieausgaben fur die Erhaltung des axonalen Ruhemembranpotenzials (siehe Alle et al.
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2009) verglichen mit der Situation am Riesenaxon des Tintenfischs mindestens 10-fach
niedriger sind. Im Zustand tiefer Ané&sthesie sind Aktionspotenzialgenerierung und
synaptische Transmission extrem reduziert, das negative Membranpotenzial aber bleibt
erhalten. In diesem Zustand sinkt der Energieumsatz bzw. die Sauerstoffaufnahme des
Gehirns um ca. 50 % (Lassen, 1959), was erahnen l&i3t, dal} ein Ruhemembranpotenzial mit
den spezifischen Kosten pro Flache, wie sie im Tintenfischriesenaxon zu finden sind, aktive
neuronale Kommunikation im S&ugergehirn bei einer fixierten maximalen Energieversorgung
vermutlich stark einschranken wirde.

Die neurobiologische Systemebene betreffend ist die Verteilung der Energiekosten im Kortex
des S&ugergehirns in den vergangenen Jahren wieder in den Fokus des Interesses gerlickt, da
einige nichtinvasive Methoden zur funktionellen Untersuchung des Gehirns auf
aktivitatsabhangigen Anderungen des Energieverbrauchs basieren, z. B. die funktionelle
Kernspintomographie, die Nahinfrarotspektroskopie oder die Positronen-Emissions-
tomographie. Bisherige Berechnungen legten nahe, dall Aktionspotenziale, insbesondere auf
marklosen Nervenfasern, im aktivitatsabhéngigen Energiebudget stark zu Buche schlagen
(Attwell & Laughlin, 2001). Die Autoren gingen dabei in Anlehnung an die Arbeiten von
Hodgkin & Huxley davon aus, daB das Aktionspotenzial etwa 3- bis 4-mal so viel Energie
»verbraucht” wie theoretisch notwendig. An der hippokampalen Moosfaser konnte gezeigt
werden, daR dies keineswegs der Fall ist, sondern dal} Aktionspotenziale nur etwa 1,3-mal so
viel Energie wie theoretisch erforderlich umsetzen. Dieser Befund stimmt mit Interpretationen
systemischer in-vivo Experimente Uberein, die den Ort des hdchsten Energieumsatzes bei
neuronaler Aktivitat den Synapsen bzw. postsynaptischen Dendriten zuordnen (z.B. Niessing
et al., 2005; Ubersicht in Logothetis, 2008).

Die Einsicht, daB Aktionspotenziale gleicher Form und Ausbreitungsgeschwindigkeit durch
sehr unterschiedliche zugrundeliegende Natrium- und Kaliumstrome generiert werden kénnen

(Alle et al. 2009), hat auBerdem wichtige Implikationen fir das Erstellen und die
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Validitatskontrolle von lonenkanalmodellen, die nicht nur die durch artifizielle
Spannungssprungprotokolle hervorgerufenen Stréme, sondern auch die dem physiologischen
Signal ,,Aktionspotenzial* zugrundeliegenden Stréme reproduzieren kénnen sollten (wie z. B.
in Schmidt-Hieber & Bischofberger, 2010).

Der Befund energieeffizienter Aktionspotenziale in zentralen glutamatergen Neuronen von
Sdugern wurde an verschiedenen anderen Praparaten verifiziert, wenngleich bisher nur am
Zellkorper (Carter & Bean, 2010; Hasenstaub et al., 2010), was etwas trivial erscheinen mag,
da die somatischen Aktionspotenziale wahrscheinlich aufgrund einer niedrigen
Kaliumleitfahigkeitsdichte und/oder einer anderen Kaliumkanalausstattung eine wesentlich
groRere Halbwertsdauer besitzen und damit den Natriumkandlen mehr Zeit und bessere
Bedingungen zur Inaktivierung gegeben werden. Allerdings unterscheiden sich die
Natriumkanale von Zellkorper und Axon maoglicherweise in ihrer
Untereinheitenzusammensetzung und damit ihren funktionellen Eigenschaften. Und
zumindest am Zellkorper gibt es Unterschiede in der Effizienz zwischen glutamatergen
Prinzipalneuronen und GABAergen, mit hoher Frequenz aktionspotenzialgenerierenden
Interneuronen bzw. zerebelldren Purkinjezellen, die beide eine Effizienz zwischen der des
Tintenfischriesenaxons und der der Prinzipalneurone aufweisen (Carter & Bean, 2010). Nicht
Klar ist, ob dies auch fir die axonalen und prasynaptischen Doménen dieser GABAergen
Nervenzellen zutrifft.

Ein mdoglicher Grund, weshalb das Aktionspotenzial des Tintenfischriesenaxons so wenig
effizient generiert wird, konnte dem Umstand geschuldet sein, dal} dieses Axon eine
anatomische Spezialisierung ist. Der extrem grof’e Durchmesser von bis zu einem Millimeter
entsteht durch das Verschmelzen von sehr vielen, sehr dinnen, marklosen Axonen, wovon
jedes zundchst von einem kleinen Zellkérper im Ganglion stellatum ausgeht, um dann nach
wenigen hundert Mikrometern mit anderen zu verschmelzen (Young, 1939). Fir eine

gegebene Temperatur hat das Aktionspotenzial des Riesenaxons eine sehr Kkurze
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Halbwertsdauer im Vergleich zu Aktionspotenzialen von Sdugern, was darauf hindeutet, dal}
die Kaliumleitfahigkeitsdichte relativ hoch ist. Dies wiederum konnte erklaren, warum die
Natriumkanéle unvollkommen inaktivieren und damit den Einstrom von Natrium auch
wéhrend spater Phasen des Aktionspotenzials erméglichen (Hodgkin & Huxley, 1952; Carter
& Bean, 2009).

Die in der Arbeit von 2009 gemachte VVorhersage Uber die Dichte der Kaliumleitfahigkeit auf
der Moosfaser und die molekulare Identitat der Kaliumkanéle, die fur die schnelle und prézise
Repolarisation des Aktionspotenzials verantwortlich sind, wurden in der folgenden Arbeit
adressiert. Die Untersuchung dieser Kaliumkandle und damit der Repolarisation des
présynaptischen Aktionspotenzials ist von groller biologischer Bedeutung, weil die
Repolarisation eine wichtige Determinante der synaptischen Ubertragungsstarke darstellt
(Augustine, 1990; Borst & Sakmann, 1999; Geiger & Jonas, 2000): die abfallende Flanke des
Signals  bestimmt den durch spannungsgesteuerte  Calciumkandle  vermittelten
Calciumeinstrom in den Moosfaserbouton, der das Signal zur vesikuldren Freisetzung von
Glutamat darstellt (Geiger & Jonas, 2000).

Von der Identitat der Kaliumkanale héngt die erforderliche physikalische Kanalproteindichte
in der Membran ab, weil sich Einzelkanalleitfahigkeit, maximale Offenwahrscheinlichkeit,
Verfugbarkeit beim Ruhemembranpotenzial und Rekrutierung wahrend des extrem kurz
dauernden Signals , Aktionspotenzial“ zwischen den Kaliumkanalfamilien deutlich
unterscheiden kénnen. Wie im Falle der akuten Generierung des Aktionspotenzials durch die
Wechselwirkung und das Zusammenspiel zwischen Membranpotenzial, Membranleitfahig-
keiten und Transmembranstromen deutet die axonale Expression von spezialisierten K,3-
Kandlen darauf hin, daB hippokampale Kornerzellen Signale so effizient wie mdglich
generieren. Die Effizienz ergibt sich hierbei aus einer relativ hohen Einzelkanalleitfahigkeit,
einer sehr niedrigen Dauerinaktivierung bei Ruhemembranpotenzialen zwischen -75 mV und

-80 mV und einer sehr schnellen Aktivierungskinetik in Membranpotenzialbereichen knapp
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oberhalb der Aktivierungsschwelle der spannungsgesteuerten Natriumkanéle. Die
Verzogerung der K,3-Aktivierung ist genau darauf abgestimmt, gerade nicht mit der
Depolarisation durch die Natriumkanéle zu interferieren (Alle et al., 2009).

Zusammengenommen weisen die dargestellten Arbeiten darauf hin, daf die Minimierung von
Energieausgaben bzw. die Maximierung der Prozesseffizienz fiir eine gegebene Funktion auf
marklosen Axonen im metabolisch duRerst intensiven Saugerkortex ein vereinheitlichendes
Prinzip darstellt, das die Realisierung zentraler biophysikalischer und biologischer Prozesse
ermoglicht und mitbestimmt (siehe auch Laughlin & Sejnowski, 2003; Hasenstaub et al.,

2010).
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4. Zusammenfassung

Das Thema der vorliegenden Arbeiten an der marklosen hippokampalen Moosfaser, dem
Axon der Kornerzelle im Gyrus dentatus, ist die Generierung unter- und Uberschwelliger
elektrischer Signale. Unterschwellige Depolarisationen im Axon konnen durch passive
Propagation erregender postsynaptischer Potenziale auftreten, die im Bereich der Dendriten
und des Somas der Kornerzelle durch postsynaptische Strome generiert wurden. Den
entscheidenden Beitrag leistet die hohe axonale Langskonstante von etwa 450 um fiir diese
transienten Signale. Die passiv propagierten, transienten Depolarisationen fiihren zu einer
Zunahme der aktionspotenzialabhangigen Glutamatfreisetzung um einen Faktor von im Mittel
14.

Ein weiterer Mechanismus, durch den unterschwellige elektrische Signale auf dem Axon
generiert werden konnen, ist die Aktivierung ligandengesteuerter lonenkanale. Auf der
Moosfaser gefunden werden konnten ionotrope GABAa-Rezeptoren und Glyzinrezeptoren.
Die beiden neueren Arbeiten beschéftigen sich mit dem (berschwelligen Signal im
Nervensystem, dem Aktionspotenzial. Dieses Signal auf der marklosen Moosfaser im
Hippokampus wird in sehr viel effizienterer Weise generiert als auf dem marklosen
Riesenaxon des Tintenfischs bzw. als in Modellsimulationen fir marklose kortikale Axone.
So bendétigt das hippokampale S&ugeraxon gerade einmal ungeféhr die 1,3-fache Energie des
theoretischen Minimums, im Gegensatz zu einem Faktor von 3 oder hoher des
Tintenfischriesenaxons bzw. der Modelle. Die hohe Effizienz ergibt sich aus der Optimierung
von Eigenschaften der lonenkanéle, die fir die Generierung des Aktionspotenzials
verantwortlich sind. Im Falle der repolarisierenden Kaliumkandle wurde die ldentitat der
beteiligten Kanalfamilien untersucht. K,3-Kanéle tragen durch ihre spezialisierten
Eigenschaften wesentlich dazu bei, die physikalische Dichte der Kaliumkanéle insgesamt

niedrig zu halten.
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