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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Immun- und Nervensystem stehen in gegenseitiger Kommunikation. So wurde schon frih
ein Zusammenhang zwischen Stress und einem geschwachten Immunsystem gefunden. Dass
dieser Weg auch in entgegen gesetzter Richtung mdglich ist, also die Beeinflussung des
Nervensystems durch das Immunsystem, wurde bereits fir Interleukine, die zur Gruppe der
Cytokine gehdren, gezeigt.

Das, in meinem Fokus stehende, Typ | Interferon (IFN) gehért zur Gruppe der Cytokine und
besitzt immunmodulatorische und antivirale Eigenschaften. Typ | IFN aktiviert Uber seinen
Rezeptor verschiedene Signalwege, die in den klassischen Signalweg und in alternative
Signalwege unterteilt werden. Da Typ | IFN auch direkt von Neuronen gebildet wird, lag die
Vermutung nah, dass es neuromodulatorische Eigenschaften besitzt. Die Hinweise auf eine Typ
I IFN induzierte Beeinflussung des hyperpolarisationsaktivierten unselektiven Kationenstroms
(Ih) und dessen Einfluss auf die neuronalen Erregbarkeit, stellten die Basis meiner Arbeit dar.
Der I, ist beim Ruhemembranpotential (RMP) von Neuronen partiell aktiviert und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Kontrolle neuronaler Informationsverarbeitung. Aufgrund seiner
Eigenschaften gilt er als einer der bestimmenden Faktoren der neuronalen Erregbarkeit.

I, wird Uber hyperpolarisationsaktivierte, von cyclischen Nukleotiden modulierte (HCN)-Kanale
geleitet. Diese werden von vier Untereinheiten (HCN1-4) gebildet und liegen als Homo- oder
Heterotetramere im Gehirn vor. In den verschiedenen Arealen des Gehirns ist ihre Expression
unterschiedlich stark ausgepragt. In den von uns untersuchten neocortikalen Pyramidenzellen
der Schicht 5 wird der I, durch die Untereinheiten HCN1 und HCN2 vermittelt. HCN Kanale
werden durch verschiedene Modulatoren beeinflusst. Im Fokus meiner Arbeit steht seine
Modulation durch Protein Kinase C (PKC), die auch bei alternativen Typ | IFN-
Rezeptorsignalwegen eine Rolle spielt.

Die Arbeit klart die Modulation der unter- und Gberschwelligen neuronale Erregbarkeit durch das
Typ | IFN IFN-B und PKC. PKC dient hypothetisch als Bindeglied zwischen IFN-Signalweg und
multiplen neuronalen lonenkanalen. Mein Fokus liegt auf den im Neocortex }, mediierenden
HCN Kanalen.

Unsere Befunde basieren auf elektrophysiologischen ex vivo Messungen an neocortikalen
Pyramidenzellen der Schicht 5 in Hirnschnitten von Maus- bzw. Ratten im whole cell Modus
oder in vitro im Kulturmodell an Saugerzellen im whole cell und cell attached Modus mittels
pharmakologischer Aktivierung oder Inhibition der neuronalen Typ | IFN Effekte. Zuséatzlich
nahmen wir in vivo Virusinfektionen vor oder analysierten das Maus- bzw. Rattengehirn
elektroenzophalografische (EEG) nach direkter IFN-B Applikation. Alle Messungen erfolgten bei
Typ | IFN Konzentrationen mit pathophysiologischer Relevanz. Die Wirkung verschiedener
einzelner und kombinierter lonenkanalmodulationen Uberpriiften wir anhand eines in silico
Computermodells. Des Weiteren untersuchten wir mittels Western blot und Immunohistochemie
das Vorhandensein des Typ | IFN Rezeptors und die Aktivierung einiger seiner
Signalwegsbestandteile.
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So konnten wir zeigen, dass Typ | IFN sowohl Uber eine virale Infektion als auch Uber die
direkte Applikation den I, reduziert und dass der Typ | IFN Effekt auf den /, HCN1 spezifisch ist.
Voraussetzung daflr ist ein intakter Typ | IFN-Rezeptorsignalweg. Fur alternative Typ | IFN-
Rezeptorsignalwege spielt PKC eine wichtige Rolle.

Fir PKC konnte von uns gezeigt werden, dass sie den HCN1 Kanal moduliert. Im Kulturmodell
ist fir den PKC mediierten Effekt auf den HCN1 Kanal eine intakte intrazelluldare Umgebung
notwendig. Dabei wird der I, durch die Aktivierung von PKC auf 60-70 % reduziert, wohingegen
die vorherige Inhibiton von PKC eine solche Reduktion verhindert. Nahezu gleiche
EffektgroRen bei unterschiedlichen Saugerzellen-Kulturmodellen machen eine Speziesspezifitat
unwahrscheinlich.

Eine Beeinflussbarkeit durch PKC ist den im in silico Modell modulierten Strémen gemein, die
fur die Nachahmung des ex vivo IFN Effekts auf die neuronale Erregbarkeit notwendig waren.
Wodurch wir PKC als Verbindung zwischen Typ | IFN Signalkaskade und lonenkanalmodulation
schlussfolgern. In gleicher Weise verursachte eine PKC Aktivierung oder eine IFN-B Applikation
in neocortikalen Pyramidenzellen der Schicht 5 eine Erhdhung der neuronalen Erregbarkeit.
Dabei blieb jeweils die Aktionspotentialschwelle unverandert. Zusatzlich beobachteten wir eine
reduzierte Nachhyperpolarisation (AHP) nach PKC Aktivierung wie auch nach Applikation von
IFN-B. Ubereinstimmend mit unseren Erkenntnissen reduziert eine IFN-B Applikation den M-Typ
Kalium Strom (/u), der an der AHP beteiligt ist. Eine vorherige Inhibierung der PKC verhinderte
die Wirkung von IFN-B auf die Erregbarkeit.

Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse, dass IFN-B unter pathophysiologischen
Bedingungen als Neuromodulator wirkt und zeigen erstmals dass diese Funktion durch PKC
vermittelt wird. Dabei haben wir gezeigt, dass multiple lonenkanale, wie der HCN1 oder M-Typ
Kalium Kanal, ihrer Wirkung unterliegen. Fir die Vermittlung des Typ | IFN Effekts ist die PKC
Aktivierung hinreichend und notwendig. Dadurch werden die Typ | IFN Signalkaskade und die
lonenkanale miteinander verbunden. Daher sehen wir die Aktivierung von PKC als einheitlichen
Mechanismus fir das neuromodulatorische Potential von Typ | IFN in neocortikalen Neuronen
an. Dadurch ist der Grundstein fur eine Regulation neuronaler Antworten wahrend einer
Entzindung des zentralen Nervensystems gelegt. IFN-B konnte ebenfalls im gesunden ZNS
nachgewiesen werden, was fir IFN- auch eine Rolle in der physiologischen Neuromodulation
impliziert. Somit kdnnte die Neuromodulation durch IFN-B neben ihrer pathophysiologischen

Relevanz auch unter physiologischen Bedingungen von grofRer Wichtigkeit sein.
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Abstract

The immune and nervous system appear to communicate with each other. Early research
uncovered that nervous structures influence the immune system, i. e. stress weakens the
immune system. Further the immune system affects the nervous system for instance via
interleukins, a class of cytokines.

Here | focused on the cytokine type | Interferon (IFN) that has immunomodulatory and antiviral
properties. It activates via its receptor different signal pathways, which were separated in the
classical pathway and several alternative pathways. Because type | IFN is also directly
produced by neurons, we assume additional neuromodulatory properties. Implications of a type
I IFN induced influence on hyperpolarization-activated nonselective cation current (/) and its
influence on neuronal excitability were the basis of my work.

In is partially activated at resting membrane potential (RMP) of neurons and has an important
role in the control of neuronal information processing. Because of its properties it is considered
as one of the determinants of neuronal excitability.

I is mediated by hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated (HCN) channels, which are
formed by 4 subunits (HCN1-4) and assembled as homo- or heterotetrameric complexes. Their
expression pattern differs depending on the brain area. In neocortical layer 5 pyramidal
neurons, which we used for our studies, /, is mediated by HCN1 and HCN2 subunits. Different
modulators influence the properties of HCN channels. | focused on its modulation via protein
kinase C (PKC) that plays an important role in alternative IFN signaling pathways.

This work clarifies the type | IFN, IFN-B and PKC mediated modulations of the sub- and
suprathreshold neuronal excitability. Hypothetically, PKC links IFN signaling pathway and
multiple neuronal ion channels. | focused on the /, mediating HCN channels in the neocortex.
Our findings are based on electrophysiological ex vivo whole cell recordings in neocortical layer
5 pyramidal neurons of mouse and rat brain as well as in vitro whole cell and cell attached
recordings in mammalian cell culture systems with pharmacological activation or inhibition of the
neuronal IFN effects. Additionally we elevated intracerebral type | IFNs by in vivo virus infection
or analyzed mouse and rat brains activity via electroencephalography (EEG) after direct IFN
application. We performed all measurements with pathophysiological relevant IFN
concentrations. We tested the effect of different single and combined ion channel modulations
in an in silico computer model. Furthermore we analyzed the presence of type | IFN receptors in
neocortical layer 5 pyramidal neurons via immunohistochemistry and the activation of some
components of its pathway via Western blotting.

Therewith we could show that type | IFN reduced the I, after virus infection and after a direct
type I IFN application and that this type | IFN effect is HCN1 specific. Type | IFN effects depend
on an intact type | IFN receptor signaling pathway. For alternative type | IFN receptor signaling
pathways PKC plays an important role.

Our findings demonstrate that PKC modulates HCN1 channels. For PKC mediated effects on

HCN1 channels an intact intracellular environment of the cultured cells is necessary. PKC
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activation reduced I, to 60-70 %, whereas a prior inhibition of the PKC prevents the PKC
dependent /, reduction. Because of similar magnitude of effects in different mammalian cell
systems species specificity is unlikely.

All currents necessary for mimicking the ex vivo IFN effects on neuronal excitability in silico are
modulated by PKC. Therefore we reasoned that PKC links the type | IFN signaling cascade and
ion channel modulations. An activation of PKC or an IFN-B application in neocortical layer 5
pyramidal neurons increased the neuronal excitability in the same manner. However, the
threshold of the action potential remained constant. Additionally, after PKC activation or IFN-
application we observed a reduced after-hyperpolarisation (AHP). Consistent with our findings,
we also observed a reduced M-type potassium current (ly) after IFN-B application. Prior
inhibition of PKC prevents the type | IFN effects on neuronal excitability.

In summary, these findings confirm the neuromodulatory effect of IFN-B under
pathophysiological conditions and show for the first time that this effect is PKC mediated.
Accordingly we could show that multiple ion channels, such as HCN1 or M-type potassium
channel underlie this effect. For mediating the type | IFN effect, PKC activation is both sufficient
and necessary and links IFN signaling cascade and ion channels. Therefore we propose PKC
activation as unitary mechanism for the neuromodulatory potential of type | IFN in neocortical
neurons. This represents the basis for regulation of neuronal response during an inflammation
of the central nervous system (CNS). IFN-B was also detected in a healthy CNS implying a role
in the physiological neuromodulation. Because of that neuromodulation via IFN-B may not only

be pathophysiologically relevant, but also important under physiological conditions.
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1. Einleitung

Das neocortikale Pyramidenneuron der Schicht 5

Das Gehirn des Saugetiers ist gekennzeichnet durch die einzigartige Struktur des evolutionar
jungsten Parts, den Neocortex. Dieser dient als ,Schaltzentrum® und Sitz héherer kognitiver
Funktionen (Florio und Huttner 2014). Im Laufe der Evolution vergréRerte sich der Neocortex,
sodass er heute im Menschen bis zu zwei-Drittel der gesamten Hirnmasse ausmacht und ca. 16
Milliarden Neurone enthalt (Azevedo et al. 2009).

Schon Anfang des 20. Jahrhunderts konnte von Korbinian Brodmann gezeigt werden, dass der
Neocortex aus 6 verschiedenen Schichten besteht, wobei die erste Schicht die auRerste und
die sechste Schicht die innerste darstellt. Diesen Schichten wurden jeweils unterschiedliche
Eigenschaften und Aufgaben in der Reizweiterleitung zugeschrieben (Brodmann 1909). Dabei
wird die Weiterleitung von Informationen in andere Areale des Gehirns neben
Pyramidenneuronen der Schichten 2 und 3, die hauptsachlich die intracortikalen Verbindungen
und von Pyramidenneuronen der Schicht 5 kontrolliert. Diese berechnen Signale aus anderen
Neuronen ihrer Schicht und der Schicht 2/3 und spielen somit eine entscheidende Rolle bei der
Generierung von neocortikalen Ausgangssignalen (Douglas und Martin 2004).

Das Soma eines Pyramidenneurons der Schicht 5 hat namensgebend eine pyramidale
Morphologie, an deren Spitze der Dendritenbaum ansetzt (Zhu 2000). Alle Strukturen des
Pyramidenneurons besitzen synaptische Eingange, sodass sie Signale, groftenteils aus
anderen Arealen des Neocortex, empfangen kénnen. Dabei unterscheidet man inhibitorische
und exitatorische Signale, die an den Kompartimenten des Neurons unterschiedlich verteilt
sind. Soma und Axon empfangen die inhibitorischen y-Aminobuttersaure (GABA)-ergen
Eingange, wohin gegen die meisten exitatorischen glutamatergen Synapsen am Dendriten
lokalisiert sind. Dabei empfangen die nahen Dendriten Signale aus der lokalen Umgebung,
wohingegen die distal, apikalen Dendriten mit Bulschelstruktur eher Signale aus groRerer
Entfernung von neocortikalen oder thalamischen Neuronen erhalten (Spruston 2008).

Die glutamatergen Signale auf Pyramidenzellen werden von dendritischen Dornenstrukturen,
den spines empfangen. Diese spines sind distal betont Uber die gesamte Pyramidenzelle
verteilt und an ihren Képfen befinden sich die exitatorischen ionotropen A-Amino-3-Hydroxy-5-
Methyl-4-(Isoxazol) Proprionat- (AMPA) und N-methyl D-aspartat- (NMDA) Rezeptoren, die
synaptische Potentiale und ca” Signale generieren.

Die AMPA Rezeptoren binden Glutamat und &ffnen den Kanal fiir Na* und K lonen, was ein
schnelles, kurzes exitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) bewirkt. Wahrend der
frihen postnatalen Entwicklung kommt es zu einer Veranderung in der Zusammensetzung der
Untereinheiten, wodurch eine zusétzliche Ca** Durchlassigkeit entsteht, die wahrscheinlich
wichtige funktionale Auswirkungen auf die Entwicklung und synaptische Plastizitat im Neocortex
hat (Kumar et al. 2002).

Die NMDA Rezeptoren, die ebenfalls eine Kanaldffnung fir Na*, K und Ca** bewirken,

verursachen hingegen einen lonenstrom mit langsamerer Kinetik und aktivieren nur, wenn zur
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gleichen Zeit eine Depolarisation, u. a. ausgelést durch AMPA Rezeptoren, stattfindet. Durch
Aktivierung von mehreren NMDA Rezeptoren wird so am Dendriten ein ca* Spike provoziert,
der nach Weiterleiten zum Soma eine Aktivierung von Natriumkanalen bewirkt, wodurch ein
Aktionspotential (AP) generiert wird (Larkum et al. 2009).

AP, die am Axonhugel (Kole et al. 2008) initiiert werden, kdnnen einerseits zur Prasynapse und
anderseits zum Dendritenbaum zuriick geleitet werden. Diese rickwarts gerichtete
Weiterleitung, auch backpropagation genannt, ermoglicht eine Rickkopplung des axonalen
Ausgangs zum Dendriten. So wird durch Verminderung der Schwelle fur dendritische AP und
durch einen direkten Einfluss auf die synaptische Effizienz das Feuerverhalten des Neurons
moduliert (Waters et al. 2005).

Einen weiteren Einfluss auf das Feuerverhalten und die synaptische Transmission haben die
inhibitorischen postsynaptischen Potentiale (IPSP), die durch GABA, Rezeptoren generiert
werden. Diese werden durch den Neurotransmitter GABA aktiviert, der eine entscheidende
Rolle in der Inhibition im zentralen Nervensystem (ZNS) Ubernimmt. GABA4 Rezeptoren sind
ionotrope ligandengesteuerte lonenkanéle, die eine schnelle synaptische Inhibition ausldsen,
hervorgerufen durch einen CI-Einstrom und einer damit verbundenden hyperpolarisierten
postsynaptischen Antwort (Farrant und Nusser 2005). Zuséatzlich gibt es noch metabotrope G-
Protein gekoppelte GABAg Rezeptoren, die eine langsame synaptische Inhibition aktivieren
(Huang 2006) und dadurch komplexere Effekte auf die postsynaptische Erregbarkeit durch
Hemmung der ca® Leitfahigkeit ausiiben kénnen.

Die ausbalancierte Funktionalitdt zwischen Erregbarkeit und Hemmung ist fir das ZNS von
elementarer Bedeutung, da es sonst zu Erkrankungen des Nervensystems, wie z.B. Epilepsie,

Depression oder Abhangigkeiten kommen kann (Bettler et al. 2004).

lonenkanale im neocortikalen Pyramidenneuron der Schicht 5

lonenkanale bieten neben lonenpumpen den einzigen mdglichen Transport von lonen durch
Membranen. Die Erregbarkeit von Neuronen beruht auf ihren intrinsischen Eigenschaften, wie
der Kanalverteilung, aber auch auf ihrer synaptischen Verschaltung und dem lonengradienten
zwischen Intra- und Extrazellularraum. Der lonenfluss verursacht durch die elektrisch
geladenen lonen eine Spannungsanderung der Membran, woraus ein elektrisches Signal
resultiert. Bei der Generierung von Signalen kommt es zu einer Umverteilung von Na®, K, ca®
und CI lonen durch verschiedene Kanale (Johnston und Wu 1994). Im Fokus dieser Arbeit liegt
der hyperpolarisationsaktivierter unselektive Kationenstrom (1), der Uber hyperpolarisations-
aktivierte, von cyclischen Nukleotiden modulierte (HCN)-Kanale geleitet wird und eine wichtige
Rolle bei der Kontrolle neuronaler Informationsverarbeitung spielt (Magee und Johnston 2005).
Der HCN Kanal gehért zur Familie der spannungsabhangigen lonenkanale, aktiviert bei
Hyperpolarisation und leitet unselektiv Kationen. Er ist fir Na® und K* lonen durchlassig und
dartiber hinaus besteht eine geringe Leitfahigkeit fur Ca”* lonen (Wahl-Schott und Biel 2009).
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C-Linker

CNBD

Abbildung 1: Struktur einer HCN Kanaluntereinheit

Der HCN Kanal wird von 4 Untereinheiten gebildet, die jeweils von 6 Transmembrandoméanen (TMD)
aufgespannt werden. Dabei liegen sowohl der N-terminale, wie der C-terminale Rest intrazellular. Die C-
terminale Doméane an der sechsten TMD beinhaltet den C-linker und die zyklische
Nukleotidebindungsdomane (CNDB). Die fiinfte und sechste TMD bilden die porenbildene Region und die
vierte TMD bildet den Spannungssensor. Quelle: He et al. 2014

Der molekulare Aufbau einer Kanaluntereinheit ahnelt prinzipiell vielen Kaliumkanalen (Abb. 1).
Sechs Transmembrandoméanen (TMD) bilden eine Kanaluntereinheit, wobei die vierte TMD der
positiv geladene Spannungssensor ist. Die porenbildende Region, die das GYG Motiv tragt,
wird von der fiinften und sechsten TMD gebildet (Macri et al. 2012). An der sechsten Doméne
befindet sich der C- Linker, der 6 a-Helices und die anschlieRende Bindungsdomaéane fur
zyklische Nukleotide (CNBD) umfasst (Abb 1., He et al. 2014). Funktionelle HCN Kanéle sind
Tetramere, die aus 4 Kanaluntereinheiten, von den Genen (HCN1-4) generiert, gebildet werden.
Die 4 Untereinheiten zeigen unterschiedliche Eigenschaften in ihrer Kinetik und in ihrer
Sensitivitat gegenlber zyklischen Adenosinmonophosphat (cCAMP).

So besitzt der homomere, aus HCN1 Untereinheiten bestehende, Kanal die schnellste Kinetik
und eine geringe Sensitivitat gegenliber cAMP, wohingegen homomere aus HCN2 oder HCN4
Untereinheiten gebildete Kanale eine langsamere Kinetik besitzen aber sehr cAMP-sensitiv sind
(He et al. 2014). Die grofRe Vielfalt von HCN Kandlen wird durch heterotetramere
Konfigurationen der funktionellen Kandle hervorgerufen. Dabei entstehen eine Vielzahl von
biophysikalischen Eigenschaften, wobei es jedoch nicht zu einer linearen Summierung der
Eigenschaften der Homomere kommt (Chen et al. 2001, Ulens und Tytgat 2001, Much et al.
2003). Die Subtypen weisen verschiedene Eigenschaften auf und sind in unterschiedlichen
Bereichen des Gehirns verschieden stark exprimiert. In den von uns untersuchten
Pyramidenneuronen der Schicht 5 wird der I, durch die Subtypen HCN1 und HCN2 generiert
(Santoro et al. 2000, Notomi und Shigemoto 2004). Des Weiteren ist HCN2 in fast allen

Regionen des Gehirns vorhanden, wohingegen HCN1 vorrangig im Neocortex, im
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Hippocampus, im zerebellaren Cortex und im Hirnstamm exprimiert wird. Das
Verteilungsmuster von HCN4 besitzt zwar (im ZNS) ein komplementares Expressionsmuster zu
HCN1, ist aber gemessen an der quantitativen Expression eher im Herzen zu finden. Ebenso ist
HCNS3 nur in geringen Mengen im Nervensystem exprimiert (Calejo et al. 2014, He et al. 2014).
HCN Kanale werden durch verschiedene Modulatoren beeinflusst. Zu den bekanntesten zahlt
das schon erwdhnte cAMP, das Membranphospholipid Phosphatidylinositol 4,5-bisposphat
(PIP2), die p38-mitogen-aktivierte Protein Kinase (p38MAPK) und die Protein Kinase C (PKC).
Der Modulator cAMP bindet mit unterschiedlicher Sensitivitdt an der CNBD und verursacht eine
Depolarisation der Spannungsabhangigkeit (angegeben als halbe Aktivierungsspannung (V1))
und eine Beschleunigung der Aktivierungskinetik (Wahl-Schott und Biel 2009). Eine ahnliche
Wirkung zeigt das PIP2 auf den HCN2 Kanal. Auch hier wird die V4, depolarisiert, jedoch ohne
eine Anderung der Aktivierungskinetik zu verursachen (Pian et al. 2006). Auch durch Aktivieren
oder Inhibieren von Proteinkinasen wird /, in unterschiedlichster Weise moduliert. So fiihrt das
Blocken der p38MAPK zu einer Reduktion des [, und einer V4, Verschiebung in den
hyperpolarisierenden Bereich (Poolos et al. 2006). Im Gegensatz dazu verursacht eine PKC
Aktivierung eine Reduktion der /,-Amplitude und eine Veradnderung der V4, in den
depolarisierenden Bereich in Amphibienzellen (Fogle et al. 2007).

Der I, ist beim Ruhemembranpotiential (RMP) von Neuronen aktiv und uUbernimmt wichtige
zelluldare Funktionen, wie die Beeinflussung des Eingangswiderstandes und des RMP,
Erzeugen neuronaler Oszillationen und Regulation von dendritischer Integration und
synaptischer Transmission. Dadurch gilt er als einer der bestimmenden Faktoren der
neuronalen Erregbarkeit (He et al. 2014). Wird der I, durch Hyperpolarisation aktiviert, folgt ein
Einwartsstrom und somit eine Depolarisation der Zelle. Diese Depolarisation inaktiviert den I,
wiederum, wodurch der I, selbstlimitierend wirkt und es zur Rickkehr zum RMP kommt (Poolos
2004). Zuséatzlich kontrolliert der I, die Beziehung zwischen den Phasen der Strominjektion und
AP-Auslésung, wodurch die Zelle Eingangssignale auf Basis des Frequenzinhalts
unterscheiden kann und sie verstarkt oder unterdriickt (Hutcheon und Yarom 2000, Ulrich
2003). Des Weiteren spielt der I, auch eine Rolle bei der Kontrolle von Amplitude und
Zeitverlauf der AP-Nachhyperpolarisation (AHP), wodurch er die AP-Frequenz beeinflusst
(Velumian et al. 1997). Weitere lonenstrome, denen ebenfalls die Funktion der Beeinflussung
der neuronalen Erregbarkeit zugesprochen wird, sind der M-Typ Kaliumstrom (/y), der Calcium
abhangiger Kaliumstrom mit groRer Leitfahigkeit (/gx) und der persistierender Natriumstrom
(INap)-

Der M-Typ Kaliumkanal besitzt wie der HCN-Kanal 6 TMD und unterteilt sich in bis jetzt 5
bekannte Subtypen (KCNQ1-5), die ahnlich wie die des HCN Kanals, in unterschiedlichen
Regionen des Gehirns verschieden stark exprimiert werden. In zerebralen cortikalen
Pyramidalneuronen sind die Subtypen KCNQ2 und KCNQ3 am starksten exprimiert und formen
den Iy (Cooper et al. 2001). Dies konnte in primaren cortikalen Neuronen in Kultur bestatigt
werden (Zhou et al. 2011). Ahnlich dem I, ist der /y spannungsabhéngig, bereits bei RMP

aktiviert und bestimmt so dieses mit und stabilisiert es. Im Gegensatz zum I/, wird bei einer
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Depolarisation, z. B. hervorgerufen durch exzitatorische Signale, der ly aktiviert und kann durch
den resultierenden Kaliumeinstrom den Einfluss der Signale schwachen (George et al. 2009),
wodurch sich die AP-Schwelle erhdht. Kommt es zur Ausbildung von APs, ist der Iy an der
Generierung der AHP beteiligt. Da /y eine langsame Kinetik besitzt, ist er noch aktiviert, obwohl
die maximale Depolarisation schon erreicht wurde, wodurch es zu einem Kaliumausstrom
kommt, der zur Hyperpolarisation fihrt (Gu et al. 2005). Aktuelle Ergebnisse im knock out
Modell weisen darauf hin, dass KCNQ2 den gréReren Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit
und die AHP ausubt (Mausmodell, Soh et al. 2014).

Ein weiterer Kaliumstrom, dem ein Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit zugesprochen wird,
ist der Igx. Der Igx erhielt seinen Namen aufgrund seiner, im Vergleich zu anderen
spannungsabhangigen Kaliumstromen, etwa 10-mal gréReren Einzelkanalleitfahigkeit
(Benhassine und Berger 2005). Die BK Kanale werden nur in Anwesenheit einer ausreichenden
Konzentration an Ca** aktiviert und befinden sich in rdumlicher Nahe zu Calciumkanalen (Neher
1998). Zusatzlich zeigen sie eine gleichmaRige Dichteverteilung im Soma und am Dendriten,
hierbei weisen sie aber unterschiedliche Rollen auf. So tragen die somatischen BK Kanale zur
Repolarisation nach einem Na*-induzierten AP bei, was in einer Verkiirzung des APs resultiert.
Dendritische, Ca**-induzierten APs werden durch die Reduktion ihrer Spannungsauslenkung
vermindert. Somit kommt es durch die Aktivierung der BK Kanéale zur Beeinflussung der
zellularen Erregbarkeit, hervorgerufen durch eine hohe Reizschwelle im distalen AP-
Initiationsbereich (Benhassine und Berger 2009).

Die Initiierung eines APs wird erst durch das Offnen von Natriumkanalen und einer daraus
resultierenden, schnellen Depolarisation ausgeldst. Dies geschieht durch die transienten, also
kurzfristig gedffneten, Natriumkanale. Es gibt jedoch noch eine geringe Menge (ca. 5 % der
Natriumstréme) Ivqp, die eine stark verldngerte bzw. gar keine Inaktivierung besitzen (Kiss
2008). Trotz ihrer geringen Menge haben sie einen gro3en Einfluss auf das Feuerverhalten von
Neuronen besonders im unterschwelligen Bereich. So sorgt der /s, lokalisiert an den
neuronalen Dendriten, fir ein Anheben des distalen synaptischen Potentials und am proximalen
Axon beeinflusst er die AP Initiierung und verstarkt deren AHP (Stafstrom 2007).

Bei verschiedenen Krankheitsbildern (wie Epilepsie oder Depression), die mit einer gesteigerten
oder geschwachten Erregbarkeit einhergehen, versucht man durch verschiedene Modulatoren
die unterschiedlichen Kanale im Gehirn wieder auf ihre eigentliche Funktionalitat zu reduzieren

bzw. zu steigern.

Typ | Interferon als Modulator von lonenkanalen

Bei Infektionskrankheiten besteht eine Interaktion zwischen dem Nerven- und Immunsystem.
So werden zum Beispiel Interleukine, die zur Gruppe der Cytokine gehéren, aufgrund ihrer

immunmodulatorischen Wirkung klinisch erfolgreich bei diversen Erkrankungen, die mit
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Entzindungen des Gehirns verbunden sind, eingesetzt und weisen zusatzlich einen
neuromodulatorischen Effekt auf (Galic et al. 2012).

Interferon (IFN) gehort zur Gruppe der Cytokine und besitzt eine Vielzahl von biologischen
Eigenschaften, die von antiviralen bis zu immunmodulatorischen Wirkungen reichen. Interferon
wird von einer Vielzahl von Zellen des ZNS, wie Gliazellen, Astrozyten aber auch direkt von
Neuronen gebildet und bei Entziindungen im Gehirn ausgeschittet (Savarin und Bergmann
2008).

IFN wird in 3 Untergruppen (Typ I-lll IFN) aufgeteilt. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf Typ | IFN.
Die Familie der Typ | IFN beinhalten 7 Klassen (a, B, €, K, w, & und 1) von denen allerdings nur
die ersten 5 Klassen in humanen Zellen gefunden wurden (George et al. 2012). IFN-a und -8,
die fir die ersten antiviralen Reaktionen nach einer Infektion verantwortlich sind (Savarin und
Bergmann 2008), stehen im Fokus der meisten grof’en Studien im ZNS (Owens et al. 2014),
weshalb nur diese beiden besprochen werden, zusatzlich sind die genauen Funktionen und
Rollen der anderen Mitglieder der Typ | IFN Familie noch nicht vollstandig verstanden (George
et al. 2012).

Die friihere Bezeichnung von IFN-a wurde aufgrund ihres zellularen Ursprungs, der Leukozyten
vorgenommen, wonach IFN-a als Leukozyteninterferon bezeichnet wurde (Bekisz et al. 2004).
Zurzeit sind 12 Untergruppen des humanen IFN-a bekannt, die sich in ihrer Aminosaure (AS)-
sequenz nur geringfiigig unterscheiden. Zusatzlich existiert noch eine 13te Untereinheit, die
jedoch mit a1 identisch ist (Chen und Johnston 2004, Moll et al. 2011). Alle Gene des humanen
IFN-a sind auf dem Chromosom 9 lokalisiert. IFN-a besteht aus einer 165-166 AS langen
Peptidstruktur. Die von den Genen kodierten Proteine werden tber 2 Disulfidbriicken stabilisiert
(Antonelli 2008). IFN-a gehoért zu den pleiotropen Cytokinen, die vom angeborenen
Immunsystem als Antwort auf Viren, Bakterien, Parasiten oder Tumorzellen ausgeschittet
werden (Hoyo-Becerra et al. 2014). Aufgrund seiner vielfaltigen Wirkweisen findet IFN-a
zahlreiche medizinische Anwendungen. So kommt es bei bestimmten Krebserkrankungen wie
malignen Melanomen oder Leukadmien, sowie bei chronischer Hepatitis B und C zum Einsatz
(Bekisz et al. 2004).

IFN-B hieR nach der klassischen Bezeichnung, aufgrund seines zellularen Ursprungs
Fibroblasteninterferon (Bekisz et al. 2004). Im Gegensatz zu IFN-a besitzt es nur eine
Untereinheit, die auch von 166 AS kodiert wird und auf dem Chromosom 9 lokalisiert ist. Das
gebildete Protein wird allerdings nur von einer Disulfidbriicke gestitzt (Antonelli 2008). IFN-3
wird zurzeit therapeutisch bei Multipler Sklerose eingesetzt. Studien zeigen im Mausmodell ein
vermindertes endometriales Tumorwachstum nach Koexpression von INF-B mit Cytosin-
Deaminase, woraus ein weiterer therapeutischer Ansatz folgen kénnte (Yi et al. 2011).

Obwohl IFN-a und -B verschiedene biologische Eigenschaften aufweisen, agieren beide Uber
den gleichen Typ | IFN Rezeptor. Dieser besteht aus 2 Rezeptorkomplexen, IFNAR1 und
IFNAR2. Diese gehoren zur Klasse |l helikaler Cytokinrezeptoren (De Weerd et al. 2007) und
besitzen je eine extrazellulare Doméane, je eine TDM und je eine intrazellulare Doméane, die sich
in ihrer GréRe unterscheiden. So besteht IFNAR1 aus insgesamt 530 und IFNAR2 aus 487 AS-
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Resten. Fur IFNAR2 wurden bis jetzt 3 (a-c) Formen gefunden, die sich in ihrer GréRe und
Zusammensetzung unterscheiden, jedoch konnte nur fir IFNAR2c die volle Funktionalitat
gezeigt werden (Bekisz et al. 2004), wodurch dieser allgemein als IFNAR2 bezeichnet wird. Die
Rezeptorkomplexe weisen unterschiedliche Bindungsaffinitdten zu Typ | IFN auf, die sich auch
in ihrer biologischen Aktivitdt widerspiegeln. Analysen konnten zeigen, dass z.B. die
antiproliferativen Eigenschaften vor allem durch die Ligandenaffinitdt bestimmt werden.
Weiterhin besteht ohne den Liganden keine Interaktion zwischen den beiden Komplexen. Erst
nach der Bindung von IFN an den hochaffinen IFNAR2, kommt es zur Bildung des vollstandigen
Komplexes mit IFNAR1 (Piehler et al. 2012). Dabei kommt es zu einer Transphosphorylierung
der mit den Rezeptorkomplexen assoziierten Kinasen Tyrosinkinase-2 (Tyk2) und Janus
Kinase-1 (JAK1), wodurch direkte zelluldre Verteidigungsmechanismen und Elemente der
angeborenen und adaptiven Immunantwort aktiviert werden (Piehler et al. 2012, Owens et al.
2014, Abb. 2).
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Abbildung 2: Komplexbildung und Signalwege vom Typ | IFN Rezeptor

Die Interferonrezeptorketten 1 und 2 (IFNAR1 und IFNAR2) bilden erst durch die Bindung von Interferon
(IFN) einen Komplex. Dabei kommt es zu einer Transphosphorylierung der assozierten Tyrosinkinase 2
(Tyk2) und Januskinase 1 (JAK1) wodurch weitere Tyrosinreste phosphoryliert werden und so der
klassische Signalweg oder alternative Signalwege aktiviert werden.

Durch die Transphosphorylierung von Tyk2 und JAK1 werden weitere Tyrosinreste
phosphoryliert, wodurch der klassischen JAK/STAT (signal transducers and activators of

transcription) oder ein alternativer Signalweg aktiviert wird (Hofer und Campbell 2013).
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Beim klassischen Signalweg kommt es zur Bindung von STAT Proteinen, die dann von JAK1
phosphoryliert werden. Diese phosphorylierten STAT Proteine bilden Homo- und Heteromere,
die in den Kern wandern, um dort die Transkription verschiedener Gene zu regulieren. So
binden STAT1 oder STAT3 Homomere im Kern an Gamma aktivierende Sequenzen (GAS), die
Gene aktivieren, die eine entzindliche Antwort hervorrufen (STAT1) oder unterdriicken
(STAT3). Bei der Bildung des Heteromeres STAT1/STAT2 kommt es durch die Bindung des
IFN Regulationsfaktors 9 (IRF9) zur Bildung des Komplexes ISGF3 (Interferon-stimulierender
Gen Faktor 3), der im Kern IFN-stimulierende Antwort Elemente (ISRE) bindet, die antivirale
Gene aktivieren (lvashkiv und Donlin 2014).

Neben dem klassischen Signalweg existieren noch eine Vielzahl alternativer Signalwege, die
eine zelltypspezifische Relevanz haben. Zu den Mediatoren alternativer Signalwege gehoéren
das multifunktionale Adapter Protein CrkL, Mitglieder des p38MAPK Signalwegs, der
phosphoinositol 3-kinase (PI3K) Signalweg, der extrazellulare signalregulierte Kinase
(ERK)MAPK Signalweg und Isoformen der PKC (Platanias 2005, De Weerd und Nguyen
2012).

Neben der Aktivierung verschiedener Signalwege, hat IFN auch neuromodulatorische
Eigenschaften. So konnte bereits flir hippocampale Zellen gezeigt werden, das IFN-a die
Kurzzeit-Potenzierung (STP) reduziert, die Langzeit-Potenzierung (LTP) unterdrickt und die
basale synaptische Transmission bei sehr hohen IFN Konzentrationen beeinflusst (D'Arcangelo
et al. 1991). Des Weiteren reduzieren sowohl Typ | IFN als auch Typ Il IFN die inhibitorischen
postsynaptischen Potentiale in hippocampalen CA3 Pyramidenzellen, wodurch die neuronale
Erregbarkeit gesteigert wird (Miller et al. 1993). Auch im Neocortex kommt es nach IFN
Applikation zu einer Beeinflussung der Uber- und unterschwelligen Erregbarkeit (Hadjilambreva
et al. 2005).

Aufgrund dessen, dass lonenkanéle Zielstrukturen von Neuromodulatoren sind und eine neuro-
modulatorische Wirkung anderer Cytokine gezeigt werden konnte (Viviani und Boraso 2011),
kann man von Typ | IFN einen &hnlichen Effekt erwarten.

Die Kommunikation zwischen Nerven- und Immunsystem konnte in der Beeinflussung des
Immunsystems durch das Nervensystem gezeigt werden (Godbout und Glaser 2006). Auch die
Beeinflussung des Nervensystems durch das Immunsystem ist fir bestimmte Bereiche des
Gehirns bewiesen (Dantzer et al. 2008). Dabei galt die besondere Aufmerksamkeit den
Cytokinen, da diese sowohl von Immunzellen im Blut als auch von Zellen des ZNS gebildet
werden kénnen (Lichtblau et al. 2013).

Beginnend konnte fir den Neocortex diese Art der Kommunikation bereits gezeigt werden
(Hadjilambreva et al. 2005), woran unsere Bemiihungen kniipfen. Dabei rickt das Typ | IFN fir

unsere Studien in den Vordergrund.
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Hypothesen

Die den hier zusammengefassten Arbeiten zugrundeliegenden Hypothesen lauten:

* Eine IFN vermittelte Erhéhung der unterschwelligen Erregbarkeit ist an HCN Kanal
Veranderungen gebunden
* |y Modulationen sind vermittelt durch den IFN-Rezeptorsignalweg
* Die Erhdéhung der Gberschwelligen Erregbarkeit ist an multiple Kanale gebunden
* Die IFN-induzierten Kanalmodulationen sind PKC vermittelt
- HCN Kanale werden durch PKC moduliert
- Eine PKC Aktivierung imitiert die Gberschwelligen IFN Effekte
- Eine PKC Inhibition verhindert IFN Effekt
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2. Ergebnisse

Typ | Interferon hemmt den HCN1 vermittelten /;, und verlangsamt

die neuronale Oszillation.

Die Behandlung von verschiedenen Krankheiten mit Hilfe von Typ | IFN verursacht zum Teil
gravierende Nebenwirkungen, die - wenngleich selten - sogar die Beendigung der Behandlung
erfordern koénnen. Die Nebenwirkungen werden durch bei einer Therapie verabreichten
Cytokine hervorgerufen, die dabei auf das Gehirn wirken und von grippeahnlichen Symptomen
wie Appetitlosigkeit oder Benommenheit bis hin zu reversiblen Depression reichen kénnen
(George et al. 2012). Somit besteht eine Kommunikation zwischen Immun- und Nervensystem
(Dantzer et al. 2008).

In 2005 konnten Hadjilambreva et al. zeigen, dass Typ | IFN neuromodulatorische Effekte im
Nagerneocortex bewirken. In ex vivo Experimenten mit scharfen Einstichelektroden wurden die
Eigenschaften von neocorticalen Schicht 5 Pyramidenzellen vor und nach einer direkten
Applikation von Typ | IFN untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass sich der
Membranwiderstand nach IFN-B erhoht. Die Applikation von IFN-B erhéhte somit die
unterschwellige neuronalen Erregbarkeit. Dieser Effekt blieb bei vorheriger Zugabe des I
Inhibitors ZD7288 aus. Zusatzlich testete man noch die Blocker Ni2+, Carbachol und Bicucullin,
die entsprechend BK-Kanéle, die M-Typ Kaliumkanale und die GABA, Rezeptoren blockieren.
Diese konnten entgegen ZD7288 die Erhéhung des Membranwiderstandes durch IFN-
Applikation nicht verhindern. Daraus resultiert unsere Hypothese, dass intakte HCN Kanale bei
dem IFN-B Effekt auf die unterschwellige Erregbarkeit involviert sind. Zusatzlich konnte durch
die Gabe von IFN-B eine Erhéhung der AP Feuerrate beobachtet werden, womit IFN- auch
einen Einfluss auf die Uberschwellige neuronale Erregbarkeit zeigt.

Gestitzt auf diese Daten folgten weitere Versuche zur funktionalen Relevanz der IFN-B
induzierten Proteindnderungen aufgrund der beschriebenen neuromodulatorischen Effekte. So
konnte nachgewiesen werden, dass eine, durch IFN-B bedingte, Steigerung des
Membranwiderstandes abhangig von der de novo Protein Synthese ist, diese jedoch keine
Wirkung auf den zweiten Effekt, die gesteigerte Uberschwellige Erregbarkeit, hat (Beyer et al.
2009).

Aufgrund dieser Ergebnisse, ergaben sich neue Fragestellungen. Zum einen stellte sich die
Frage nach der pathophysiologischen Relevanz von IFN und ihrer Auswirkungen auf das
Gehirn. Zum anderen sollten die indirekten Hinweise der HCN Abhangigkeit des Typ | IFN
Effekts auf die neuronale Erregbarkeit (Hadjilambreva et al. 2005) durch direkte
Untersuchungen der HCN-Kandle mit einer =zusatzlichen Spezifikation welche HCN
Kanaluntereinheiten an der durch Typ | IFN induzierten Neuromodulation beteiligt sind, bestatigt
werden. Des Weiteren sollte geklart werden, ob Typ | IFN an Neuronen wirkt oder ob gliale

Strukturen von Noéten. Daruber hinaus erschien es uns wichtig, ob Typ | IFN einen direkten
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Effekt auf die HCN Kanale austlibt, oder ob dazu die Aktivierung eines Typ | IFN Rezeptor

Signalweg bendtigt wird und um welchen es sich handelt.
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Cereb Cortex. 2014 Jan;24(1):199-210. doi: 10.1093/cercor/bhs305. Epub 2012 Oct 4.
Elevation in type | interferons inhibits HCN1 and slows cortical neuronal oscillations.

Stadler K1, Bierwirth C, Stoenica L, Battefeld A, Reetz O, Mix E, Schuchmann S, Velmans T,
Rosenberger K, Brauer AU, Lehnardt S, Nitsch R, Budt M, Wolff T, Kole MH, Strauss U.

Abstract

Central nervous system (CNS) inflammation involves the generation of inducible cytokines such
as interferons (IFNs) and alterations in brain activity, yet the interplay of both is not well
understood. Here, we show that in vivo elevation of IFNs by viral brain infection reduced
hyperpolarization-activated currents (Ih) in cortical pyramidal neurons. In rodent brain slices
directly exposed to type | IFNs, the hyperpolarization-activated cyclic nucleotide (HCN)-gated
channel subunit HCN1 was specifically affected. The effect required an intact type | receptor
(IFNAR) signaling cascade. Consistent with |h inhibition, IFNs hyperpolarized the resting
membrane potential, shifted the resonance frequency, and increased the membrane
impedance. In vivo application of IFN-§ to the rat and to the mouse cerebral cortex reduced the
power of higher frequencies in the cortical electroencephalographic activity only in the presence
of HCN1. In summary, these findings identify HCN1 channels as a novel neural target for type |
IFNs providing the possibility to tune neural responses during the complex event of a CNS

inflammation.

KEYWORDS:

EEG; ion channels; neuroinflammation; viral infection
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Eine PKC Aktivierung hemmt HCN1 mediierte Strome im
Zellkulturmodell

In Stadler et al (2014) konnten wir eine HCN1 Spezifitat fir den unterschwelligen Typ | IFN
Effekt zeigen und haben nachgewiesen, dass der IFN-B Effekt auf HCN Kanale
rezeptorvermittelt ist. So konnte eine Interaktion zwischen IFN-B und HCN Kanale durch das
Blocken von JAK1 verhindert werden, durch dessen Transphosphorylierung mit Tyk2 sowohl
der klassische Typ | IFN-Rezeptorsignalweg, als auch alternative Typ | IFN-Rezeptorsignalwege
aktiviert werden.

Die genaue Beziehung zwischen Typ | IFN Rezeptor Aktivierung und HCN Kanalen blieb unklar,
jedoch vermuteten wir, nach dem Ausschluss der p38MAPK, die in neocortikalen
Pyramidenzellen der Schicht 5 nicht durch IFN-B phosphoryliert werden konnte, eine
Beteiligung der PKC.

PKCs regulieren verschiedene zellulare Mechanismen wie Zellwachstum, Proliferation,
Migration und Apoptose. Daraus resultiert, dass eine Fehlregulation mit vielen krankhaften
Veranderungen einhergeht (Wu-Zhang und Newton 2013). Es gibt 3 Isoformen der PKC, die
klassische, die neue und die atypische PKC. Diese unterscheiden sich im Aufbau und ihrer
Aktivierung. Die klassische PKC beinhaltet die Isoformen a, 1 und Bll und y. Sie besitzen eine
C1A und C1B Domaéne, die Diacylglycerol (DAG) oder Phorbolester binden und eine C2
Domane, die in Anwesenheit von Ca®* an die Membran bindet. Zu den Isoformen der neuen
PKC gehoren &, €, n und 6. Sie sind ca® unabhangig, bendétigen jedoch fir ihre Aktivierung
DAG. Die atypischen PKC Isoformen & und A sind komplett unempfindlich gegen Cca” und
DAG (Metzger und Kapfhammer 2003). Alle PKCs besitzen eine regulative Domane, die sich
aufgrund der C-Domanen und der damit zusammenhangenden Bindung von Ca®* und DAG
zwischen den Isoformen unterscheidet, jedoch bei allen Isoformen eine kurze autoinhibitorische
Pseudosubstratsequenz hat. Die katalytische Domane ist bei allen PKCs vorhanden und gleich
aufgebaut. Sie besteht aus einer hoch konservierten Kinasedoméane, die die
Substratbindungsstelle enthalt, gefolgt vom C-terminalen Rest (Wu-Zhang und Newton 2013).
Ist die PKC im inaktiven Zustand, wird diese durch die Pseudosubstratsequenz, die sich in
diesem Zustand in der Substratbindungstasche befindet, autoinhibiert. Sobald second
messenger und/oder allosterische Effektoren an der regulatorischen Domane binden, wird die
Bindung des Pseudosubstrats aufgehoben und erméglicht so die Aktivierung der PKC (Rosse et
al. 2010).

Die PKC Aktivitat kann durch eine Vielzahl von Aktivatoren und Inhibitoren gesteigert oder
gehemmt werden. Diese unterscheiden sich in ihrer Wirkweise durch die Bindung an die
verschiedenen Doméanen der PKC. Zu den meist verwendeten und damit am besten
charakterisierten Aktivatoren gehéren DAG, Phorbolester wie PMA und makrozyklische Laktone
wie Bryostatin1. Diese wirken alle Gber die C1 Region am regulatorischen Zentrum, kénnen
aber aufgrund von Unterschieden in Aufbau und Kettenlange die Orientierung der C1 Domane
zur Membran variieren und somit unterschiedliche biologische Antworten auslésen. So werden

z.B. kurzkettige synthetisierte DAGs wie Oleoacetylglycerol (OAG) aufgrund ihrer hoéheren
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Wasserl6slichkeit dafur eingesetzt, stoRartig PKC zu aktivieren (Wu-Zhang und Newton 2013).
Dagegen wird 4B-phorbol 12-myristat 13-acetat (43-PMA) gern aufgrund seiner hohen PKC
Aktivierung und tumorférdernden Wirkung eingesetzt. Obwohl Bryostatin1 teilweise ahnliche
Effekte zeigt wie 4B-PMA, wirkt es tendenziell flichtiger und teilweise sogar entgegen der
Wirkung von 4B3-PMA (Wu-Zhang und Newton 2013).

Zusatzlich gibt es eine Vielzahl von Inhibitoren der PKC, die sich in ihrer Wirkweise und in ihrer
Spezifitdt unterscheiden. Der von mir verwendete Blocker GF109203X gehdrt zu den
unspezifischen PKC Blockern, zeigt jedoch eine groBere Wirksamkeit flir neue und klassische
Subtypen, als fiir die Gruppe der atypischen PKCs. GF109203X ist auch unter den Namen
G066850 oder Bisl bekannt und bindet an der katalytischen Domane in der Adenosin-5-
Triphosphat (ATP)-Bindungsstelle (Martiny-Baron et al. 1993, Son et al. 2011).

Durch den Einsatz von PKC Aktivatoren und Inhibitoren wollte ich im S&uger-Zellkulturmodell
herauszufinden, ob eine direkte HCN1 Modulation durch die PKC mdglich ist, um Rickschlisse

fur das Verhalten von Neuronen auf den Einfluss einer PKC Aktivierung ziehen zu kénnen.
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Cell Physiol Biochem. 2013;31(4-5):532-41. doi: 10.1159/000350074. Epub 2013 Apr 3.

Protein kinase C activation inhibits rat and human hyperpolarization activated cyclic

nucleotide gated channel (HCN)1--mediated current in mammalian cells.
Reetz O, Strauss U.

Abstract

BACKGROUND/AIMS:

Hyperpolarization activated cyclic nucleotide gated 1 (HCN1) channels determine neuronal
excitability in several brain regions. In contrast to HCN2 and HCN4, HCN1 is less sensitive to
cAMP and the number of other known modulators is limited. One of those, the protein kinase C

(PKC), showed opposing effects on mouse HCN1 channels expressed in Xenopus oocytes.
METHODS:

In order to study PKC effects on HCN1 mediated currents in a mammalian environment we
expressed rat HCN1 or human HCN1 in human embryonic kidney (HEK293) cells and rat HCN1
in murine neuroblastoma (N1E-115) cells. We recorded the resulting Ih before and during the
application of the membrane permeable non-metabolizable PKC-activator 4pPMA in cell-

attached mode of the patch-clamp technique, leaving the intracellular environment intact.
RESULTS:

4BPMA reduced maximal HCN1 mediated currents to about 60-70 % and slowed its activation,
but left its voltage sensitivity unchanged. The effect was neither due to species-related
differences nor restricted to HEK293 cells, because it was comparable for human and rat HCN1
in HEK293 and for rat HCN1 in N1E-115 cells. However, pre-treatment with the PKC blocker
GF109203X abolished 43PMA induced Ih changes. Disrupting the intracellular environment by

recording in whole-cell mode drastically reduced the 4BPMA effect.
CONCLUSION:

PKC activation reduces and slows lh in non-neuronal and neuronal mammalian cells

transfected with rat or human HCN1 if the intracellular content remains intact.

http://dx.doi.org/10.1159/000350074
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Die Interferon-B induzierte Erhohung der neuronalen Erregbarkeit ist
PKC vermittelt

In den vorherigen Arbeiten konnten wir zeigen, dass die maximale Stromamplitude des HCN
Kanals in Saugerzellen sowohl durch die Zugabe von IFN-f (Stadler et al. 2014) als auch durch
die Aktivierung der PKC (Reetz und Strauss 2013) reduziert wird.

Der HCN Kanal hat neben weiteren Kanalen einen Einfluss auf die unterschwellige neuronale
Erregbarkeit.

Da wir die Mechanismen einer Neuromodulation durch IFN-B naher verfolgen wollten, haben wir
in einer an die Morphologie und das Feuerverhalten einer Schicht 5 Pyramidenzelle
angepassten Computersimulation den Einfluss weiterer Kanale, vor allem PKC abhangiger
Kanale, auf die neuronale Erregbarkeit getestet. Gleichzeitig Uberpriften wir ex vivo diese
Hypothese, das eine PKC Aktivierung das Bindeglied zwischen der IFN Signalkaskade und den
PKC abhangigen lonenkanalen bildet. Zu diesem Zweck verwendeten wir neben dem bereits
von mir verwendeten PKC Blocker GF109203X (Reetz und Strauss 2013), einen weiteren PKC
Blocker, Calphostin C.

Calphostin C blockiert im Gegensatz zu GF109203X die Phorbolester/DAG Bindungsstelle und
agiert irreversibel am regulatorischen Zentrum. Zusatzlich benétigt Calphostin C flr seine
Aktivierung Licht (Kobayashi et al. 1989, Bruns et al. 1991, Son et al. 2011).

PKCs werden teilweise durch GerUstproteine, wie A-Kinase Anker Protein (AKAP), in der
Membran organisiert. AKAPs wurden zundchst als Geristproteine fur die Protein Kinase A
(PKA) identifiziert, jedoch wurden nach und nach weitere assoziierte Molekile, darunter auch
die PKC entdeckt. Der AKAP79/150 Komplex wurde dabei als Komplex mit groRer Kapazitat zur
Bindung mit vielen verschiedenen Partnern beschrieben. Dieser befindet sich in der inneren
Plasmamembran von Neuronen und einer Vielzahl anderer Zelltypen und verankert PKCs
(Welch et al. 2010). Durch die Verankerung werden teilweise die Eigenschaften der PKC
verandert. So verhindert eine Komplexbildung mit AKAP79 die Hemmung von PKC durch ATP-
kompetitive Blocker wie GF109203X (Hoshi et al. 2010). Man vermutet, dass die Konzentration
des Substrats durch die unmittelbare Nahe zum Enzym so hoch ist, dass die Blocker, die das
katalytische Zentrum angreifen, ineffizient werden (Wu-Zhang und Newton 2013). Die Wirkung
von Inhibitoren, wie Calphostin C, die am regulatorischen Zentrum agieren, werden nicht von
AKAPs beeinflusst (Hoshi et al. 2010).

Neben der Aktivierung von Signalwegen moduliert PKC auf eine Vielzahl von lonenkanélen.
Darunter auch die, fir die durch Typ | IFN ausgelosten Erregbarkeitsanderungen
(Hadjilambreva et al. 2005) wahrscheinlich wichtigen lonenkanale Inap, lsk, Im und /.

Eine Erhéhung von PKC verschiebt die Aktivierungsschwelle von Iy, in ein negativeres
Potential und andert so die neuronale Erregbarkeit (Astman et al. 1998, Franceschetti et al.
2000).
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Bei BK Kanélen reduziert die PKC Aktivierung die Offnungswahrscheinlichkeit der Kanale,
indem es die Offnungszeit verkiirzt. Das stabilisiert die nichtleitende Konformation (Zhou et al.
2010).

Der Iy wird ebenfalls durch PKC moduliert. Hier gibt es verschiedene Mdoglichkeiten der
Regulation. So wurde eine cholesterolinduzierte Inhibition des /v, vermittelt Gber eine PKC
Phosphorylierung, gezeigt (Lee et al. 2010). AulRerdem wird der /y auch durch eine
Verankerung der PKC mit AKAPs reduziert (Hoshi et al. 2010). Aber auch durch eine direkte
Beeinflussung, durch Phosphorylierung der KCNQ2 Untereinheit moduliert den /y (Lee et al.
2010).

Eine PKC Aktivierung verandert auch die Eigenschaften des HCN-Kanals in verschiedenen
Zelltypen (Cathala und Paupardin-Tritsch 1997, Fogle ef al. 2007, Reetz und Strauss 2013, und
siehe oben).

PKCs sind in vielfaltige zellulare Mechanismen involviert und werden durch second messenger
wie Ca” oder verschiedene Proteine, unter anderem auch durch Typ | IFN aktiviert (Uddin et al.
2002, Redig et al. 2009).

Da Typ | IFN auch als Neuromodulator fungiert, untersuchten wir, ob PKC vermittelte
Anderungen in der neuronalen Erregbarkeit und damit einhergehende lonenkanalmodulation
durch Typ | IFN induziert werden. Aus unseren bisherigen Erkenntnissen (Reetz und Strauss
2013, Stadler et al. 2014) postulierte ich eine PKC abhangige Beeinflussbarkeit von HCN1 und
damit eine mdgliche Verbindung des Typ | IFN Signalweges mit Anderungen in der neuronalen
Erregbarkeit. Zur Uberprifung wurden von uns verschiedene Kanalmodulationen zum Typ | IFN
Effekt am Computer simuliert. Zusatzlich haben wir den Einfluss einer direkten PKC Aktivierung
oder IFN-B Applikation auf die neuronale Erregbarkeit in neocortikalen Pyramidenzellen
Uberpruft und versucht, Gber IFN-B Applikation nach pharmakologischer Inhibition der PKC eine
direkte Verbindung zwischen IFN-B induzierter erhohter neuronalen Erregbarkeit und

neuronalen lonenkanalen nachzuweisen.
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Protein kinase C activation mediates interferon-B-induced neuronal excitability changes

in neocortical pyramidal neurons.
Reetz O, Stadler K, Strauss U.
Abstract

BACKGROUND:

Cytokines are key players in the interactions of the immune and nervous systems. Recently, we
showed that such interplay is mediated by type | interferons (IFNs), which elevate the
excitability of neocortical pyramidal neurons. A line of indirect evidence suggested that
modulation of multiple ion channels underlies the effect. However, which currents are principally
involved and how the IFN signaling cascade is linked to the respective ion channels remains

elusive.
METHODS:

We tested several single and combined ionic current modulations using an in silico model of a
neocortical layer 5 neuron. Subsequently we investigated resulting predictions by whole-cell
patch-clamp recordings in layer 5 neurons of ex vivo neocortical rat brain slices

pharmacologically reproducing or prohibiting neuronal IFN effects.
RESULTS:

The amount and type of modulation necessary to replicate IFN effects in silico suggested
protein kinase C (PKC) activation as link between the type | IFN signaling and ion channel
modulations. In line with this, PKC activation with 43-phorbol 12-myristate 13-acetate (43-PMA)
or Bryostatin1 augmented the excitability of neocortical layer 5 neurons comparable to IFN-B in
our ex vivo recordings. In detail, both PKC activators attenuated the rheobase and increased
the input-output gain as well as the input resistance, thereby augmenting the neuronal
excitability. Similar to IFN-B they also left the threshold of action potential generation unaffected.
In further support of PKC mediating type | IFN effects, IFN-f3, 43-PMA and Bryostatin1 reduced
the amplitude of post-train after-hyperpolarizations in a similar manner. In conjunction with this
finding, IFN-B reduced M-currents, which contribute to after-hyperpolarizations and are
modulated by PKC. Finally, blocking PKC activation with GF109203X at the catalytic site or

calphostin C at the regulatory site prevented the main excitatory effects of IFN-{3.
CONCLUSION:

Multiple ion channel modulations underlie the neuromodulatory effect of type | IFNs. PKC

activation is both sufficient and necessary for mediating the effect, and links the IFN signaling
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cascade to the intrinsic ion channels. Therefore, we regard PKC activation as unitary

mechanism for the neuromodulatory potential of type | IFNs in neocortical neurons.

http://dx.doi.org/10.1186/s12974-014-0185-4
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3. Diskussion

Die zusammengestellten Arbeiten bestatigen eine Kommunikation zwischen Immunsystem und
Nervensystem im Neocortex. Diese geht vom Immunsystem aus und wird, zumindest teilweise,
durch Typ | IFNs vermittelt, die verschiedene neuronale lonenkandle modulieren. Letztere
werden durch extrazellulare Neurotransmitter oder intrazellulare Molekile, wie zum Beispiel
PKC, beeinflusst. Fir die PKC wurde bereits fur verschiedene Kanale eine Modulationsfahigkeit
postuliert und in einen regulatorischen Zusammenhang mit dem IFN-Rezeptorsignalweg
gebracht. Mir gelangen jetzt die Verknlpfung und die Identifikation der PKC als Bindeglied
zwischen Signalkaskade und lonenkanalmodulation. Die Bedeutung der Ergebnisse diskutiere

ich zusammenfassend anhand der von mir aufgestellten Hypothesen.

Die Typ | Interferon vermittelte Erhohung der unterschwelligen

Erregbarkeit ist an HCN Kanal Veranderungen gebunden

Eine Entzindung des ZNS, hervorgerufen durch virale oder bakterielle Infekte verursacht die
Produktion von Typ | IFN (Delhaye et al. 2006), die fiir die erste Immunantwort zustandig sind
(Pestka 2007). Die vermehrte Produktion von IFN-a (Typ I) erhdht die Expression weiterer
Cytokine, wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) oder Interleukin-6 (IL-6) (Mehta et al. 2014),
wohingegen die Produktion von Interleukin-1 (IL-1) gehemmt wird (Guarda et al. 2011). Somit
spielt Typ | IFN bei der Regulation weiterer Cytokine bzw. Chemokine eine wichtige Rolle.
Bislang wurde jedoch eine neuromodulatorische Wirkung von Cytokinen hauptsachlich mit einer
vermehrten Ausschittung von Hormonen bzw. Neurotransmittern in Verbindung gebracht
(Dantzer et al. 2008, McAfoose und Baune 2009). Die direkte Wirkung von Cytokinen, wie 1L-1
oder TNF-a auf lonenkanale, Calciumgleichgewicht und Langzeitpotenzierungen (Koller et al.
1997) lie auf eine Beteiligung von Typ | IFN bei der Neuromodulation von lonenkanalen
schlussfolgern.

Die neuronale Erregbarkeit wird, zumindest teilweise, durch den I, reguliert, der beim RMP der
Zelle fliet (Wahl-Schott und Biel 2009). So fand unsere Arbeitsgruppe erste Hinweise auf eine
Beteiligung des I, bei IFN-B (Typ I) vermittelten immunoneuronalen Interaktionen, aufgrund der
beobachteten Erhéhung des Eingangswiderstandes nach Typ | IFN Applikation und durch Tests
mit verschiedenen Blockersubstanzen (Hadjilambreva et al. 2005). Diesen Hinweisen folgend,
konnten wir beobachten, dass nach einer viralen Infektion mit dem Theiler murinen
encephalomyelitis Virus (TMEV), der die Produktion von Typ | IFN anregt (Delhaye et al. 2006),
der Iy in neocortikalen Pyramidenzellen reduziert war. Eine direkte Typ | IFN Applikation im
Gewebeschnitt ahmt diesen Effekt nach und bestatigt ihn (Stadler et al. 2014). Das unterstitzt
die pathophysiologische Relevanz der Interaktion von Typ | IFN und Neuronen wahrend einer

Entzindung.
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Der I, kontrolliert auRerdem zum Teil die Rhythmizitdt neuronaler Netzwerke (Wahl-Schott und
Biel 2009); so fuhrt eine I, Inhibierung (zum Beispiel bei Epilepsien) im Frontallappen des
Gehirns zur Reduktion der Frequenz im Elektroenzophalogramm (EEG) (Marcelin et al. 2009).
Im Neocortex besteht ein Zusammenhang zwischen einer verminderten HCN1 Expression und
einer Absence-Epilepsie (Strauss et al. 2004). Uberraschenderweise sind HCN1 knockout
Mause nicht epileptisch, zeigen aber Defizite im motorischen Lernen und Erinnern (Nolan et al.
2003). Auch die Einschrankung bzw. das Fehlen der HCN2 Funktion flhrt zu einer gesteigerten
Erregbarkeit in neocortikaler Neuronenkultur (DiFrancesco et al. 2011). Des Weiteren weisen
HCN2 knockout Mause eine Absence-Epilepsie auf (Ludwig et al. 2003). Somit zeigen HCN1
wie auch HCN2 Kanale Wirkungen auf die neuronale Erregbarkeit. Ein Einfluss von Cytokinen
auf HCN2 wurde bis jetzt jedoch noch nicht untersucht. In den von uns untersuchten
neocortikalen Pyramidenzellen wird der I, nicht nur von HCN1 sondern auch von HCN2
generiert. Bei der Deletion von HCN1 kommt es zwar zu einer geringen Anderung der
Expression der anderen HCN Untereinheiten, jedoch lassen die kinetischen Analysen der von
uns gemessenen Strome auf die alleinige Beteiligung der schnelle HCN1 Komponente bei der
Auspragung des IFN-B Effekts schlieBen. Unterstiitzt werden unsere Beobachtungen durch in
vivo EEG Messung und ex vivo whole cell Messung, bei denen ein HCN1 knockout den Typ |
IFN Effekt auf den |, verhindert (Stadler et al. 2014). Schlussfolgernd nehme ich an, dass
obwohl HCN1 und HCN2 Kanale einen Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit besitzen, fur die
Wirkung von IFN-B im Neocortex der HCN1 Kanal von entscheidender Bedeutung ist.

Flichtige Anasthetika, wie zum Beispiel Isofluran, verursachen eine dem IFN-f Effekt dhnliche
reduzierende Wirkung auf den I, (Chen et al. 2009). Diese geht jedoch mit einer Verschiebung
der V4, einher, die wir nach einer IFN-B Applikation nicht beobachtet haben. Somit gehen wir
von einer dem Typ | IFN Effekt verschiedenen Kanalmodulation aus. Zusammenfassend zeigen
unsere Daten, dass eine durch IFN-B hervorgerufene Anderung der neuronalen Erregung von
einer Reduktion des HCN1 vermittelten /, mit verursacht ist.

IFN-B befindet sich auch im gesunden ZNS (Prinz et al. 2008), was fur IFN-B eine Rolle in der
physiologischen Neuromodulation impliziert. Eine Neuromodulation durch IFN-B und die
dahinter stehenden Mechanismen koénnten daher von groRerer Wichtigkeit unter

physiologischen Bedingungen sein.

Der Typ | Interferonrezeptorsignalweg vermittelt ;, Modulationen

Bekannt ist, dass Typ | IFN Uber seine Rezeptoraktivierung den klassischen Signalweg oder
verschiedene alternative Signalwege anstoRt und dadurch unterschiedliche
immunregulatorische Prozesse auslost (Ilvashkiv und Donlin 2014). Dazu kommt, dass die
Deletion des Typ | sowie des Typ Il Rezeptors in Mausen diese fir die Wirkung von IFN
unempfindlich macht, was eine schnelle virale Ausbreitung zur Folge hat. Die Deletion des

STAT1 dagegen fuhrt zwar zu einer Verminderung der IFN Antwort, jedoch ist diese noch in der
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Lage, die virale Ausbreitung im Vergleich zur Rezeptor knockout-Maus zu reduzieren (Pasieka
et al. 2011).

HCN1 homomere und HCN1/HCN2 heteromere Kanale sind im Neocortex im Wesentlichen fur
die Generierung des I, verantwortlich (Herrmann et al. 2015). Im HEK293 Kulturmodell ist der
Typ | IFN-Rezeptorsignalweg nicht vorhanden, sodass wir den hier fehlenden direkte IFN-3
Effekt, auf den HCN1 homomeren Kanal oder HCN1/HCN2 heteromeren Kanal (Stadler et al.
2014), auf die Notwendigkeit des Typ | IFN-Rezeptorsignalwegs zurtickfuhren. Im Kulturmodell,
ohne entsprechende Signalkaskade, beobachtete ich die /, Reduktion durch die Aktivierung der
PKC (Reetz und Strauss 2013). Dies impliziert das Ansto3en einer Signalkaskade durch
Phosphorylierung. Das Fehlen der IFN-B Wirkung auf den /, nach JAK1 Inhibition (Stadler et al.
2014), durch dessen Transphosphorylierung mit Tyk2 sowohl der klassische Typ | IFN-
Rezeptorsignalweg, als auch alternative Typ | IFN-Rezeptorsignalwege aktiviert werden,
bestatigt unsere Ansichten.

Da fir uns die Auswirkungen und Kommunikation von IFN-B im Gehirn im Fokus stehen und
IFN auch selbst von Neuronen produziert werden kann (Savarin und Bergmann 2008), haben
wir unsere Ergebnisse auf ihre Relevanz fir Neurone getestet. Auch Astrozyten, die die
Mehrheit der Gliazellen im ZNS bilden, weisen neuromodulatorische Funktionen auf und
produzieren Cytokine (Fellin 2009). Ein durch Gliazellen vermittelter Effekt von IFN- wurde von
uns weitgehend ausgeschlossen, da in deren Abwesenheit in primarer Neuronenkultur trotzdem
der IFN-B induzierte Effekt auf den I, dargestellt werden konnte. Fur den IFN-B induzierten
Effekt ist also eine funktionierende Typ | IFN-Rezeptor Signalkaskade notwendig. Durch
immunohistologische Untersuchungen konnte die Anwesenheit des Typ | IFN Rezeptors in
neocortikalen Schicht 5 Pyramidenzellen (Stadler et al. 2014) Uberprift und eine neuronale
Relevanz unserer Ergebnisse weiter bestatigt werden.

Die Erhohung der uberschwelligen Erregbarkeit ist an multiple

Kanale gebunden

Eine Neuromodulation durch Typ | IFN habe ich in den vorangegangenen Abschnitten
hinsichtlich der unterschwelligen Erregbarkeit diskutiert. Dabei haben wir als Erklarungsansatz
vor allem die Erhéhung des Membranwiderstandes, die durch die Typ | IFN induzierte
Modulation des I, entsteht, postuliert (Hadjilambreva et al. 2005) und bestatigt (Stadler et al.
2014).

Zusatzlich steigerte IFN-B die neuronale Erregbarkeit im Uberschwelligen Bereich fur
neocortikale Pyramidenzellen der Schicht 5 (Hadjilambreva et al. 2005). Diese initiale Studie,
die auch pharmakologische Hinweise auf eine Beteiligung des /, an der Neuromodulation durch
IFN-B gab, stellte die Basis flr unser in silico Modell dar.

Die Wirkung vom I, verandert sich im Gewebe durch die Beeinflussung weiterer Kanale. Durch

die Depolarisation werden Kaliumstrome aktiviert, die den Eingangswiderstand fur Signale
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verringern, was zu einer geringeren Auslenkung der Spannungsamplitude fuhrt. Am Soma ist
dafirr der Iy (George et al. 2009) verantwortlich. Da eine IFN-B Applikation sowohl den I,
(Stadler et al. 2014) als auch den Iy (Reetz et al. 2014) reduziert, tragt die Beeinflussung beider
Stréme zur Steigerung der neuronalen Erregbarkeit durch IFN-( bei.

Eine hypothesenfreie Simulation verschiedener einzelner und multipler Kanalmodulationen
bestatigte die Idee der Beeinflussung vieler lonenkanéle auf die neuronale Erregbarkeit (Reetz
et al. 2014). Trotzdem ist das Modell als erstes Screening und nicht als exaktes
lonenkanalmodell der neocortikalen Pyramidenzellen zu verstehen. So wurden einige
Kaliumkanale, wie Kaliumkandle mit 2 Porendomanen, zu einer Leckleitfahigkeit
zusammengefasst, oder der Calcium abhangiger Kaliumkanal mit kleiner Leitfahigkeit (SK) und
synaptische Leitfahigkeiten vernachlassigt. Trotz dieser Einschrankungen konnten die 2005 ex
vivo beobachteten Anderungen in der Erregbarkeit reproduziert werden. Whole cell
Untersuchungen an neocortikalen Pyramidenzellen der Schicht 5 unterstutzten die in silico
Ergebnisse. Neben einer Reduktion des I, (Stadler et al. 2014) beobachteten wir auch eine
Reduktion des Iy nach IFN- Applikation. Zusatzlich wurde die Wirkung durch die Messung der
AHP bestétigt (Reetz et al. 2014), da diese sowohl vom /y wie auch der I, abhangt (Velumian et
al. 1997). Mit unseren in silico und ex vivo Daten zeigen wir, dass Typ | IFN neben ihren
vielzahligen Eigenschaften auch multiple neuronale lonenkanale moduliert, wodurch es zu einer
deutlichen Erhéhung der neuronalen Erregbarkeit kommt (Reetz et al. 2014). So stimmen
unsere Daten mit friiheren Erkenntnissen (berein, dass kleine Anderungen von sensiblen
Leitfahigkeiten einen grofRen Effekt ausiben (Goldman et al. 2001) und weiten diese auf das
Sauger ZNS aus, wodurch ein klinisch relevanter Kontext entstehen kénnte.

In unserem Modell iben diese beiden Stréme den scheinbar geringsten Einfluss auf die
Uberschwellige Erregbarkeit aus. Um die Simulation weiter zu bestatigen, mussten wir die
Untersuchung zur Typ | IFN Abhéangigkeit auf lgx und Iy, ausweiten. Allerdings war die

ErschlieRung des Mechanismus hinter dem IFN-B Effekt von gréf3erem Erkenntnisgewinn.

Typ | Interferon-induzierte Kanalmodulationen sind PKC vermittelt

Auf der Suche nach einer moéglichen Verbindung zwischen Typ | IFN und den beobachteten
Kanalmodulation haben wir den Typ | IFN Signalweg genauer betrachtet. Fir die einzelnen
Bestandteile ist eine Neuromodulation nur fiir p38 bekannt. So wurde fir hippocampale Zellen,
ein Einfluss von p38 auf den I, (Poolos et al. 2006), auf die Langzeitpotenzierung und damit auf
die Neuroplastizitat (Kelly et al. 2003) gezeigt.

Jedoch konnten wir die Aktivierung der p38MAPK durch Typ | IFN in neocortikalen
Pyramidenzellen ausschlieen, da diese bei einer IFN-B Applikation nicht phosphoryliert wird
(Stadler et al. 2014). Damit schlossen wir auch eine Beteiligung der MAPK induzierten
Arachidonsaure (Fogle et al. 2007) aus. Dies fihre ich auf eine unterschiedliche Aktivierung der

Typ I IFN Signalweg Kompartimente in verschiedenen Zelltypen zuriick.
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Um den ex vivo IFN-B Effekt (Hadjilambreva et al. 2005) in unserer Computersimulation
nachzuahmen, war die abgestimmte Modulation des HCN1 vermittelten I, des Iy, des gk und
des Iyqp Notwendig, die alle Uber die PKC moduliert werden kénnen (Reetz und Strauss 2013,
Lee et al. 2010, Zhou et al. 2010, Curia et al. 2004). Die Ansicht wurde bekraftigt durch das
Vorwissen, dass PKC durch Typ | IFN aktiviert wird (De Weerd und Nguyen 2012). Damit ergab
sich als weitere mogliche Komponente des Typ | IFN Signalwegs die PKC.

Mit unserer Computersimulation haben wir eine Vielzahl von Studien zur PKC Wirkung auf die
Einzelleitfahigkeit beziehungsweise Verschiebung der Strom-Spannungskurve verschiedener
lonenkanale miteinander verbunden. Eine Modulation der neuronalen Erregbarkeit durch PKC
erschien in der initialen Arbeit (Hadjilambreva et al. 2005) durch das Fehlen einer
depolarisierten AP Spannungsschwelle (Astman et al. 1998) unwahrscheinlich. Erste Zweifel an
dieser friheren Ansicht traten auf, da der ex vivo IFN-B Effekt (Hadjilambreva et al. 2005) in
silico nur nachgeahmt werden konnte, wenn die PKC abhangigen Strome kombiniert moduliert
wurden. Den Einwand, dass PKC eine depolarisierte AP-Spannungsschwelle, durch seinen
Einfluss auf den Iyap, verursacht (Astman et al. 1998) widerlegten wir durch unser in silico Inap
Modell und durch unsere ex vivo Daten.

Den postulierten Einfluss einer PKC Aktivierung auf die neuronale Erregbarkeit bestatigte ich
mittels Einwaschung zwei verschiedener PKC Aktivatoren 43-PMA und Bryostatin1 (Reetz et al.
2014). Obwohl beide Aktivatoren an der C1 Doméane binden (Wu-Zhang und Newton 2013),
zeigen sie leichte Unterschiede in ihren Eigenschaften, woher die geringen Abweichungen in
den Anderungen der neuronalen Erregbarkeit zu erklaren sind. Interessanterweise zeigt, trotz
des im Modell berechneten geringen Einflusses von [/, auf die neuronale Erregbarkeit, die
Applikation von IFN-B eine, der PKC Aktivierung ahnlichen Wirkung (Stadler et al. 2014). Den
postulierten Mechanismus hinter der Neuromodulation durch IFN-B bestatigte ich durch
pharmakologische Experimente. Dabei zeigte sich, dass nach einer vorangegangen Inhibition
der PKC, der IFN-B Effekt auf die neuronale Erregbarkeit verhindert wird (Reetz et al. 2014).
Beide PKC Aktivatoren aktiveren sowohl die klassischen als auch die neuen PKC Isoformen
(Sun und Alkon 2006). Der PKC Blocker GF109203X inhibiert hingegen alle drei Klassen der
PKC Isoformen, agiert jedoch am effektivsten an den klassichen und neuen Isoformen (Wu-
Zhang und Newton 2013). Dementsprechend nehmen wir an, dass die PKC Isoformen, die die
neuronale Typ | IFN Wirkung vermitteln, zu den klassischen und/ oder neuen Isoformen
gehoren.

Wenn zur Austbung des IFN-& Effekts die PKC Aktivierung nétig ist, sollten der durch IFN-3
indirekt modulierbare [, auch Uber eine direkte PKC Aktivierung beeinflusst werden.
Widerspruchliche Angaben zum Effekt der PKC Aktivierung auf den HCN1 Kanal in
Amphibienzellen (Fogle et al. 2007) veranlassten uns, aufgrund von vermuteten Unterschieden
in den Expressionssystemen, den PKC Effekt auf den I in dem flr uns relevanteren
Saugerzellen untersuchten. Um zusatzlich die postulierte pathophysiologische Relevanz der
Typ | IFN — Neuron Interaktion herzustellen und diese auf neuronale Relevanz hin zu

untersuchen, weiteten wir unsere Messungen auf ein weiteres Kulturmodell, den
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Neuroblastoma (N1E) Zellen auf (Reetz und Strauss 2013). Der dem im HEK293 Kulturmodell
ahnlichen reduzierenden Effekt nach PKC Aktivierung zeigt, dass die PKC Wirkung nicht von
speziesabhangigen Unterschieden oder Unvertraglichkeiten bedingt ist.

43-PMA aktiviert neben PKC zusatzlich ERK sowie p38 (Simon et al. 1998), Akt/Protein Kinase
B (PKB) (Kubohara und Hosaka 1999) oder Rac2 (Akasaki et al. 1999), die die Unterfamilien
der MAPK bilden. Da eine Inhibierung der PKC in HEK293 Zellen eine Reduktion des I, nach
PKC Aktivierung durch 4B-PMA verhinderte (Reetz und Strauss 2013), schlie3e ich auf eine
spezifische 43-PMA induzierte PKC Aktivierung. Obwohl HCN1 Kanéle wahrscheinlich auch
Phosphorylierungsstellen besitzen (Poolos et al. 2006), gilt eine direkte Phosphorylierung des
Kanals als unwahrscheinlich, da der 4B3-PMA Effekt auch nach Deletion der meisten
cytoplasmatischen Serin, Threonin und Tyrosin Reste durch Mutagenese bestehen bleibt (Fogle
et al. 2007).

Unterstitzt wurde diese Sicht dadurch, dass im HEK293 Kulturmodell eine Reduktion des I
nach PKC Aktivierung nur in cell attached und nicht in whole cell Messungen nachgewiesen
werden konnte (Reetz und Strauss 2013), was zeigt, dass ein intaktes Zellinneres und somit
intakte Signalkaskaden bendétigt werden, die auf eine PKC Aktivierung entsprechend antworten
kénnen. Die Reduktion der maximalen I, Amplitude ist somit auf die Wirkung der PKC und eine
damit verbundene Aktivierung eines PKC vermittelten Signalweges zurtickzufiihren. Sowohl in
HEK293 Zellen, als auch in N1E Zellen sind verschiedene PKC Isoformen exprimiert, wodurch
die Anwesenheit verschiedener PKC Signalkaskaden sichergestellt ist. Zusatzlich zeigte sich,
dass im humanen sowie im murinen Kulturmodell die biophysikalischen Eigenschaften der
HCN1 Kanale zu den neuronalen HCN Kanéalen, aufgenommen im cell attached Modus am
Dendriten hippocampaler sowie neocortikaler Pyramidenzellen, ahnlich sind bzw.
Ubereinstimmen (Kole et al. 2006, Atkinson und Williams 2009, Dougherty et al. 2013).
Aufgrund dieser Ahnlichkeiten kdnnten die HEK293 und N1E Zellen Modellsystem fir die
weitere Klarung neuronaler Mechanismen von PKC Aktionen sein. Dennoch bieten vor allem
Kulturmodelle viele Limitationen, da zum Beispiel bei der Transfektion von Kanalen zwar die
Eigenschaften, jedoch nicht ihre eigentliche Auswirkungen im Organismus auf zellularer und
molekularer Ebene genauer untersucht werden kénnen.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Arbeiten, dass Typ | IFN als lonenkanalmodulator
in neocortikalen Pyramidenzellen der Schicht 5 wirken und dass diese Modulation der
verschiedenen lonenkanéle Uber die Aktivierung der PKC induziert wird. Somit kdnnen andere
PKC vermittelte neuronale Effekte, wie das Verhindern der Regeneration von verletzten Axonen
(Wang et al. 2014) oder die Kontrolle der dentritischen Verzweigung wahrend der Entwicklung
(Garrett et al. 2012) ausgehend von unseren Studien, mit der Wirkung und dem

Rezeptorsignalweg von Typ | IFN verbunden werden.
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Ausblick

Die Ergebnisse der dargestellten Arbeiten zeigen die PKC als Bindeglied zwischen
lonenkanalmodulation und Typ | IFN Signalweg. Die Ergebnisse sind klinisch bedeutsam, da wir
die PKC Aktivierung als einheitlichen Mechanismus fir das neuromodulatorische Potential von
Typ | IFN in neocortikalen Neuronen sehen. Derzeit besteht noch keine konkrete Anwendung
aber unsere Studien férdern das Verstéandnis der Regulation neuronaler Antworten Uber
Cytokine wahrend einer Entziindung des ZNS. Einige Fragen blieben jedoch unbeantwortet

oder haben sich aus den Ergebnissen ergeben. So kdnnten weitere Versuchsansatze lauten:

e Weisen die verbleibenden PKC abhangigen Kanédle, die in der
Computersimulation als die mit dem entscheidenden Einfluss auf die neuronale
Erregbarkeit genannt wurden, ebenfalls eine Modulierbarkeit durch IFN-3 auf?

* Welche PKC Isoformen bedingen den IFN-B induzierten Effekt?

* Bestehen zellulare bzw. subzelluldre Unterschiede?

* Koénnen die Ergebnisse mit Typ Il IFN, IFN-y reproduziert werden?

Der erste Versuchsansatz dient der Uberprifung und Bestatigung der Computersimulation.
Falls es zwischen den ex vivo und in silico Analysen zu Diskrepanzen kommen sollte, ware ein
Erklarungspunkt die nicht eingearbeiteten Kanale, die méglicherweise eine grofRere Rolle in der
Beeinflussung der neuronalen Erregbarkeit spielen als jetzt vermutet. Zum anderen konnte
auch eine Modulation der synaptischen lonenkanale stattfinden. Da fur IFN-B bereits gezeigt
wurde, das nach einer IFN-B Behandlung von 3 Stunden die Synthese der Transportproteine
Clathrin B und Amphiphysin 2 hochreguliert ist (Beyer et al. 2009) kdnnten zusatzlich Analysen
zur synaptischen Ubertragunsfunktion weitere Hinweise auf andere Modulationsarten geben.

Der zweite Versuchsansatz wirde eine spezifische Inhibition einzelner PKC Isoformen
gewabhrleisten. PKC ist an vielzdhligen Signalkaskaden und zellularen Prozessen beteiligt,
sodass eine unspezifische Inhibition das Risiko einer Dysregulation beinhalten wirde, d. h.
andere wichtige und nicht involvierte Prozesse beeinflusst werden kénnten (Wu-Zhang und
Newton 2013). PKC ist auch in kognitive Prozesse involviert, wobei das Fehlen von PKC
Signalkaskaden in Neuronen bei frihen Veranderung des Gehirns von Alzheimer Patienten
festgestellt wurde. Dadurch wird die Aktivierung der PKC als mdglicher Therapieansatz bei
Demenz gesehen (Sun und Alkon 2012). Unsere Daten zeigen, dass durch die PKC Aktivierung
der Typ | IFN Effekt auf Neurone vermittelt wird. Die Kommunikation von Typ | IFN mit dem ZNS
verursacht Symptome des sickness behaviour (Dantzer et al. 2008), die bei ihrem Einsatz bei
Krebserkrankung und Hepatitis, sowie in der Therapie von Multipler Sklerose bis zum Abbruch
der Behandlung filihren koénnen. Diese Kommunikation und die daraus resultierenden
Nebenwirkungen des sickness behaviour kénnte man durch spezifische Inhibition der
beteiligten PKC und dem daraus resultierenden Ausbleiben des Typ | IFN Effekts auf Neurone

abschwéachen bzw. unterbinden. Da jedoch eine unspezifische Inhibition schwerwiegende



Diskussion

Folgen fur den Patienten haben kénnte, wie unter anderem die Ausbildung einer Alzheimer
Demenz, wirde das Wissen Uber die spezifisch involvierten PKC Isoformen im Typ | IFN
Signalweg die Mdglichkeit ergeben, gezielt therapeutische Regime zu entwickeln, um die
unerwiinschten Nebenwirkungen einddmmen zu kénnen.

Der dritte Versuchsansatz ware fiir den therapeutischen Bezug eine wichtige Voraussetzung.
Bis jetzt gelten unsere Ergebnisse nur fur neocortikalen Pyramidenzellen der Schicht 5. Da
allerdings die Funktions- und Wirkweise vieler Modulatoren sich in den verschiedenen Zelltypen
unterscheiden, ware ein bedeutender Erkenntnisgewinn, die Erweiterung unser Resultate auf
andere wichtige Zelltypen.

Der vierte Versuchsansatz wirde unsere Ergebnisse auf Typ Il IFN erweitern. Obwohl die
unterschiedlichen Typen von IFN an ihre spezifischen Rezeptoren binden, haben sie sehr
ahnliche Signalwege und desweiteren gibt es Hinweise auf eine gegenseitige Beeinflussung
(Gough et al. 2010). Zusatzlich ist bekannt, dass in anderen Zelltypen eine STAT1
Phosphorylierung induziert durch Typ Il IFN Gber PKC vermittelt ist (Hald et al. 2013), wodurch
ein ahnliches Verhalten von Typ Il IFN auf die neuronale Erregbarkeit denkbar ist. Somit gaben
Analysen von Typ Il IFN dartber Aufschluss, ob eine vergleichbare Neuromodulation stattfindet

und somit ein unitdrer Mechanismus bei der Regulation gltig ist.
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Anhang

Anhang

Abkurzungsverzeichnis und engl. Fachvokabular

AHP Afterhyperpolarization —Nachhyperpolarisation

AKAP A-Kinase Anker Protein

AMPA A-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-(Isoxazol) Proprionat

AP Aktionspotential

AS Aminosaure

ATP Adenosin-5-Triphosphat

backpropagation Retrograde Leitung eines APs in den Dendriten

BK Calcium abhangiger Kaliumkanal mit grof3er Leitfahigkeit

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

cell attached Elektrophysiologische Messkonfiguration bei der die Pipette mit der

intakten Zellmembran verbunden ist.

CNBD Zyklische Nukleotidbindungsdomane

DAG Diacylglycerol

EEG Elektroenzophalografie

EPSP Exzitatorisches postsynaptisches Potential

ERK Extrazellulare signalregulierende Kinase

GABA y-Aminobuttersaure

GAS Gamma aktivierende Sequenz

HCN Hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated channel —

hyperpolarisationsaktivierte, von cyclischen Nukleotiden modulierter

Kanal

HEK293 Human embryonic kidney cells — menschliche embryonale
Nierenzellen

Iy Durch HCN Kanaléffnung entstehender Strom

sk Durch BK Kanal6ffnung entstehender Strom

IFN Interferon

IFNR1 (IFNR2) Interferonrezeptorkomplex 1 (Interferonrezeptorkomplex 2)

IL-1, IL-6 Interleukin

I M-Typ Kaliumkanal Strom

INap Persistierender Natriumkanalstrom

IPSP Inhibitorisches postsynaptisches Potential

IRF9 IFN-Regulationsfaktor 9

ISGF3 IFN-stimulierende Gen Faktor 3

ISRE IFN-stimulierendes Antwort Element

JAK1 Janus-Kinase-1
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KCNQ Potassium voltage-gated channel - Spannungsabhaniger Kalium
Kanal

Knock out Deaktivierung eines Gens im Organismus

LTP Langzeit-Potentierung

p38MAPK p38-mitogen-aktivierte Protein Kinase

NMDA N-methyl D-aspartat

N1E Neuroblastomazellen

OAG Oleoacetylglycerol

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat

PI3K Phosphoinositol 3-kinase

PKA Protein Kinase A

PKB Protein Kinase B

PKC Protein Kinase C

43-PMA 43-Phorbol 12 myristat 13-acetat

RMP Ruhemembranpotential

SK Calcium abhangige Kaliumkanal mit kleiner Leitfahigkeit

sickness behaviour

Einer Infektion angepasste Verhaltensveranderung

spines Dornenartige Strukturen am Dendriten

STAT Signal transducer and activator of transcription
(Transkriptionsfaktoren)

STP Kurzzeit Potentierung

TMD Transmembrandoméane

TMEV Theiler murinen encephalomyelitis Virus

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

Tyk2 Tyrosin Kinase 2

Vi Halbe Aktivierungsspannung

whole cell Elektrophysiologische Messkonfiguration bei der mit der Pipette die
darunter liegende Zellmembran aufgerissen wird.

ZNS Zentrales Nervensystem
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Struktur einer HCN Kanaluntereinheit

Abbildung 2

Komplexbildung und Signalwege vom Typ | IFN Rezeptor
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