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mGlu-R metabotroper Glutamatrezeptor

min Minuten

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonséure

mPCR multiplex-PCR

MPP* 1-Methyl-4-Phenyl-Pyridin

MPTP 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin

mRNA messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinséure)
NaAC Natriumacetat

NADH/H" Nikotinamidadenindinukleotid, reduzierte Form.
NBD Nukleotidbindungsdoménen

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

OPA operational amplifier (Operationsverstarker)

P Porendoméne

PBS phosphatebuffer solution

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PIP Phosphoinositolphosphat

poly(A)"-RNA RNA mit polyadenyliertem 3’-Ende

QX314 N-(2,6-Dimethylphenylcarbamoylmethyl)-Triethylammoniumbromid
R Rezeptor

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinséure)

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RT reverse Transkription

RTase Reverse Transkriptase

scPCR Einzelzell-RT-PCR

SEM standard error of the mean (Standardabweichung der Mittelwerte)
SDS Sodiumdodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)

SN Substantia nigra (schwarze Substanz)

SNpc Substantia nigra, pars compacta



Verzeichnisse IX
SNpr Substantia nigra, pars reticulata

STN subthalamischer Nukleus

SU Sulfonylurea/Sulfonylharnstoff

SUR Sulfonylurearezeptor/Sulfonylharnstoffrezeptor
T Thymin

Taq Thermus aquaticus

TAE Tris-Acetat-EDTA

TE Tris-EDTA

TH Tyrosinhydroxylase

™ transmembrane Doméne

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-Propandiol
VTA ventrales tegmentales Areal

U Unit; Enzymaktivitdtseinheit

wy weaver

Allgemein gebrduchliche Abkiirzungen und MaBeinheiten, die auf Empfehlungen der
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Pure and Applied Chemistry) beruhen, oder die zu den SI-Einheiten (Systéme
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1 Einleitung

Die Arbeitsweise des Gehirns und die Leistungen des menschlichen Geistes zdhlen
wohl zu den faszinierendsten Rétseln der Wissenschaft. Obwohl immer mehr zelluldre und
molekulare Mechanismen der Neurobiologie aufgeklart werden, ist erst im Ansatz klar,
wie das Gehirn als Ganzes seine einzigartige Leistung vollbringt. Die Untersuchungen von
spezifischen Funktionsstorungen neurologischer Erkrankungen lieferten oft erste, aber
entscheidende Hinweise fiir ein tieferes Verstindnis der funktionellen Organisation der
Hirnleistungen. Trotz deutlicher Fortschritte bei der Erkennung und Behandlung von
neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen ist die eigentliche Ursache vieler
Krankheitsbilder noch weitgehend ungeklédrt. Doch nur das Verstidndnis der molekularen
Grundlagen pathophysiologischer Prozesse kann zur Entwicklung neuartiger
Therapiekonzepte fiihren, die nicht nur die Symptomatik sondern die Ursache von
Erkrankungen bekédmpfen. Die Pathologie der Parkinson-Krankheit zum Beispiel ist seit
langem bekannt: Die Symptomatik dieser hdufigen neurologischen Erkrankung wird durch
das selektive Absterben von dopaminergen Mittelhirnneuronen und einem daraus
resultierenden Dopaminmangel verursacht. Der eigentliche zur Neurodegeneration
fiihrende Pathomechanismus dieser Krankheit ist jedoch noch unbekannt, und damit ist der

Weg zu einer echten Heilung der Parkinson-Krankheit bis heute verschlossen.

1.1 Die Parkinson-Krankheit
1.1.1 Symptomatik und Biochemie der Parkinson-Krankheit

Aus dem Jahre 1817 stammt die erste auch heute noch giiltige, prézise neurologische
Beschreibung der Parkinson-Krankheit, die nach ihrem Erstbeschreiber, dem englischen
Arzt James Parkinson, benannt ist.

Drei Hauptsymptome zeichnen von der Parkinson-Krankheit betroffene Menschen aus:
Ruhetremor, Muskelsteitheit (Rigor), sowie generelle Bewegungsverarmung, verbunden
mit Schwierigkeiten, Willkiirbewegungen einzuleiten (Brady- bzw. Akinesie). Schon in
den dreifliger Jahren dieses Jahrhunderts konnte das neuropathologische Korrelat der
Parkinson-Krankheit identifiziert werden, der selektive Verlust von pigmentierten
Mittelhirnneuronen in der schwarzen Substanz, der Substantia nigra (SN) (Hassler, 1938).
Als weiteres typisches pathologisches Merkmal dieser Krankheit sind eosinophile

EinschluBkorperchen, sogenannte Lewy bodies, in SN Neuronen nachgewiesen worden.
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Der biochemische Hauptbefund der Parkinson-Krankheit ist ein zunehmend starker Verlust
des Neurotransmitters Dopamin im Striatum, dem Hauptprojektionsgebiet der Substantia
nigra Pars compacta (SNpc) Neuronen (vgl. 1.1.2). Die Ursache des Dopaminmangels liegt
in der fortschreitenden Degeneration der dopaminausschiittenden Mittelhirnneuronen.
Nimmt der striatale Dopamingehalt um {iber 80% ab, kommt es zu den genannten
neurologischen Symptomen. Die Aufkldrung der zentralen Rolle des Botenstoffes
Dopamin wurde Grundlage fiir die symptomatische Neurotransmitter-Ersatz Therapie, fiir
die entweder L-DOPA (vgl. Abb. 1.1) oder Dopaminrezeptor-Agonisten verwendet
werden. Gleichzeitig wird verstidndlich, warum andere, das dopaminerge System
inhibierende Pharmaka, wie vor allem die klassischen Neuroleptika, parkinsonartige
Syndrome auslosen konnen (Birkmayer und Danielczyk, 1991). Parkinsondhnliche
Erkrankungen sind auch als Spétfolge von Virus-Encephalitiden beschrieben worden
(Wenning et al., 1997). Wihrend fiir die klassische Parkinson-Krankheit kein einfacher
mendelscher Erbgang nachzuweisen ist, konnten kiirzlich die verantwortlichen
Genmutationen fiir einige seltene familidre Parkinsonformen identifiziert werden
(Polymeropulus et al., 1997).

Neuere neuropathologische Arbeiten zeigen, da3 die dopaminergen Mittelhirnneuronen
in der Substantia nigra- und der medial angrenzenden VTA-Region (ventrales tegmentales
Areal) nicht gleichméBig von dem degenerativen ProzeB erfat werden. Vielmehr weisen
bestimmte Subregionen der SN deutliche Vulnerabilitdtsunterschiede auf. So degenerieren
lateroventral gelegene SN Neuronen fast komplett (91%), wéhrend mediodorsale
Zellgruppen in SN und VTA kaum betroffen sind (Hirsch et al., 1997). Die Identifizierung
von differentiell exprimierten Genen in den unterschiedlich vulnerablen dopaminergen
Neuronen der Substantia nigra ist deshalb ein vorrangiges Ziel der Parkinsonforschung, um
die molekularen Grundlagen der Degeneration sowie der Neuroprotektion zu verstehen.

Sie sind der Schliissel zu einer kausalen Therapie der Parkinson-Krankheit.

1.1.2 Funktionelle Anatomie der Basalganglien

Warum hat die Degeneration der dopaminergen Neuronen in der Substantia nigra einen
so entscheidenden EinfluB auf die Bewegungskontrolle eines Menschen? Um die
Auswirkung des Dopaminmangels auf die Willkiirmotorik zu verstehen, mul3 das generelle
Funktionsprinzip der Basalganglien verstanden werden, die an der Initiation und
Ausfiihrung von Willkiirbewegungen malgeblich beteiligt sind. Die Basalganglien

umfassen fiinf Kerngebiete: den Nucleus caudatus, das Putamen, den Globus Pallidus
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(GP), den subthalamischen Nucleus (STN) und die Substantia nigra (SN). Nucleus
caudatus und Putamen werden auch unter dem Begriff Striatum zusammengefaf3t. Der
Globus Pallidus ist in ein internes (GPi) und ein externes Segment (GPe) gegliedert. Das
interne Segment wird bei Nagern als Nucleus entopeduncularis bezeichnet. Die Substantia
nigra wird ebenfalls in zwei Regionen unterteilt, in die Substantia nigra Pars compacta
(SNpc) sowie die Substantia nigra Pars reticulata (SNpr) (vgl. auch Abb. 3.17). Die SNpr
dhnelt zytologisch und funktionell dem internen Segment des Globus Pallidus. Anhand
threr Transmitterausschiittung unterscheidet man zwei Klassen von Neuronen in der
Substantia nigra, dopaminerge und GABAerge Neuronen. Die Schliisselenzyme fiir die
jeweiligen Transmittersynthesen sind die Tyrosinhydroxylase (TH) und die L-Glutamat-
Dekarboxylase (GAD) (vgl. Abb. 1.1).

A s B
HO CHz(l:-OOOH
H
L-Tyrosin O NH o
noyC I
Tyrosinhydroxylase HO-C-CHCH,CH,C-OH
L-Glutamat
HO,
NH, L-Glutamat-
HO CH,(l:-COOH Dekarboxylase
H
L-DOPA
W 0
DOPA- CH,CH,CH,C-OH
Dekarboxylase QCH,CH,C-O!
GABA
HO,
HO CH,CH,NH,
Dopamin

Abb. 1.1:  Synthese der Neurotransmitter Dopamin und GABA
(A) Schlusselenzym fur die Synthese des Neurotransmitters Dopamin aus L-Tyrosin ist die

Tyrosinhydroxylase. (B) Die L-Glutamat-Dekarboxylase katalysiert die Synthese des inhibitorischen
Transmitters y-Aminobuttersdure (GABA) aus L-Glutamat.

Das Striatum bildet mit seinen glutamatergen neokortikalen Afferenzen die
Eingangsregion der Basalganglien. Die GABAergen Neuronen des Striatums projizieren
auf die ebenfalls GABAergen Kerne des GPi und der SNpr. Diese werden als
Ausgangskerne der Basalganglien bezeichnet, da ihre Axone ventrale Thalamuskerne
innervieren. Im Gegensatz dazu verlassen die GABAergen Projektionen des GPe die
Basalganglien nicht, sondern innervieren den glutamatergen STN, der wiederum mit GPi

und SNpr in Verbindung steht. Das Netzwerk der Basalganglien besteht damit aus zwei
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parallelen Schleifen, die zwischen Kortex und Thalamus geschaltet sind. Einem direkten
Weg iiber Striatum und GPi/SNpr sowie einem indirekten iiber Striatum, GPe, STN und
GPi/SNpr (siehe Abb. 1.2).

Die inhibitorischen GABAergen GPi/SNpr Neuronen sind spontanaktiv. Zur Initiation
eines Bewegungsablaufes mufl diese kontinuierliche Inhibition der Thalamusneurone
unterbrochen werden. Die funktionelle Anatomie der Basalganglien ergibt sich aus den in
Reihe geschalteten Kernen, die nach kortikaler Aktivierung eine Disinhibition thalamischer
Neuronen vermitteln. Die Aktivierung thalamischer Kerne fiihrt dann zu einer Stimulation
von pré- und supplementarmotorischen Kortexarealen, die in direkter Verbindung iiber den

primdren Motorkortex an der Ausfiihrung von Bewegungsprogrammen beteiligt sind.

+* +V Glutamat Kortex
D2 Striatum D1 Striatum "

Glutamat

GABA . + e
. Dopamin GABA

Thalamus

pc - —A
GABA

'——-t GPi I GABA |
- [r—— ;
STN > SNpr ,.l

Glutamat +

Abb. 1.2: Funktionelle Neuroanatomie der Basalganglien

Schematische Verschaltung des Kortex mit den Basalganglien. Das Striatum ist je nach Dopaminrezeptor
Expression (D1 bzw. D2) in zwei Kompartimente unterteilt, die die Eingangsstationen fiir die glutamatergen
kortikalen Afferenzen bilden. Die Basalganglien bestehen aus zwei parallelen Signalwegen, einem direkten
Uber D1-Striatum und GPi/SNpr sowie einem indirekten Uber D2-Striatum, GPe, STN und GPi/SNpr. Die
Ausgangskerne der Basalganglien projizieren auf den Thalamus, welcher wiederum in Verbindung mit dem
Kortex steht. Die dopaminergen SNpc Neuronen innervieren beide Segmente des Striatums. Die
exzitatorische bzw. inhibitorische Wirkung der Transmitter ist jeweils durch (+) bzw. (-) Symbole angezeigt
(Abkiirzungen siehe Abkurzungsverzeichnis und Text; verandert nach Lang und Lozano, 1998).

Ein erregendes kortikales Signal kann die Basalganglien auf zwei unterschiedlichen
Wegen durchlaufen. Die direkte striatonigrale Projektion bewirkt eine GABA vermittelte
Hemmung der spontanaktiven GPi/SNpr Neuronen. Dadurch wird ihre GABA
Ausschiittung und damit die Inhibition des Thalamus direkt verringert, so dall ein

erregendes Signal an den primdren Motorkortex iibermittelt werden kann. Im Gegensatz
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dazu bewirkt die indirekte striatopallidale Projektion eine Inhibition der ebenfalls
spontanaktiven inhibitorischen GPe Neuronen und fiihrt damit zu einer hoheren Aktivitat
der glutamatergen STN Neuronen. Glutamat erhdht wiederum die Aktivitdt der GPi/SNpr
Neuronen und verstdrkt damit die Thalamusinhibition. Nach dieser schematischen
Darstellung fordert also die Stimulation des direkten Weges die Willkiirmotorik, wihrend
diese durch Stimulation des indirekten Weges verringert wird (Chesselet und Delfs, 1996).

Der Neurotransmitter Dopamin, der von den spontanaktiven SNpc Neuronen
ausgeschiittet wird, besitzt eine entscheidende modulatorische Funktion fiir die
glutamaterge Stimulation der striatalen Neuronen. Dopamin vermittelt seine Wirkung tiber
spezifische Dopaminrezeptoren, die zur Familie der G-Protein gekoppelten Sieben-
Transmembran Rezeptoren gehoren (vgl. Abb. 1.6). Gemdl ihrer stimulierenden oder
inhibierenden Effektorvermittlung unterscheidet man Dj-artige und D,-artige
Dopaminrezeptoren. Die D;-artigen Rezeptoren (D;, und D;,/Ds) wirken stimulierend iiber
die Adenylatzyklase wihrend die Mitglieder der D,-Familie (Dakurz, Datang, D3 und Dy) tiber
eine Hemmung der Adenylatzyklase oder andere Signalkaskaden eine inhibitorische
Wirkung vermitteln (Sibley, 1996). Da D;-Rezeptoren hauptsidchlich auf striatonigralen
und D,-Rezeptoren hauptsichlich auf striatopallidalen Neuronen exprimiert werden,
verstirkt die kontinuierliche Dopaminausschiittung die Signalleitung durch die
Basalganglien iiber den direkten Weg (D;), wihrend der indirekte Weg gehemmt wird
(Dy). Dopamin fordert also synergistisch sowohl iiber den direkten als auch iiber den
indirekten Weg eine Erhohung der Willkiirmotorik. Ein Mangel an Dopamin durch
fortschreitende Degeneration der dopaminergen Neuronen verringert sowohl die
Stimulation der direkten striatonigralen Projektion als auch die Inhibition der indirekten
striatopallidalen Projektion (Starr, 1995). Daraus resultiert eine erhohte neuronale Aktivitét
von GPi und STN Neuronen. Dies hat eine verstérkte Inhibition des thalamokortikalen
Netzwerkes zur Folge. Auch wird vermutet, dal die Generation des fiir Parkinson-Kranke
typischen Ruhetremors durch die erhohte Aktivitdt pallidaler Neuronen initiiert wird
(Bergman et al. 1998). Tatsdchlich fiihren Léasionen in STN und GPi zur einer
Verbesserung der Parkinson-Sympomatik.

Das Verschaltungsprinzip der Basalganglien macht den entscheidenden EinfluB3 der
dopaminergen Neuronen in der Bewegungskontrolle verstidndlich, stellt aber nur eine
Erklarungshilfe dar, die den momentanen Wissensstand gut widerspiegelt. Die tatsdchlich
vorliegenden wechselseitigen Beeinflussungen der einzelnen Kerngebiete scheinen noch

weitaus komplexer zu sein. Dies zeigt z.B. der Befund, dal} alle Neuronen des Striatums
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auf Einzelzell-PCR Ebene (vgl. 1.3.1.2) sowohl D;- also auch D,-artige Dopamin-
rezeptoren exprimieren (Surmeier et al., 1996b).

Zu betonen ist auch, daB3 der Eingang von vielen kortikalen Gebieten auf die striatalen
Neuronen konvergiert. Man vermutet, dafl diese enorme aber organisierte Konvergenz und
die nachgeschaltete Verrechnung in den Basalganglien sich nicht in einer einfachen
thalamischen Aktivierung erschopft. Vielmehr werden innerhalb der Basalganglien
einzelne Bewegungskomponenten zu sich erginzenden und miteinander harmonierenden
motorischen Programmen kombiniert. Funktionsstorungen der Basalganglien sind daher
immer von einem Zerfallen von motorischen Gesamtkonzepten begleitet. So fehlt z.B.
beim Gangbild des Parkinson-Kranken die harmonische Mitbewegung der Arme, beim
Huntington-Patienten dagegen storen unwillkiirliche Bewegungen das motorische Konzept.
Nicht vergessen werden darf, da3 die motorische Funktion der Basalganglien nur eine von
mehreren Leistungen dieses Netzwerkes ist, das ebenfalls im Dienste von kognitiven und

emotiven Funktionen steht (Wichmann und DeLongh, 1996).

1.1.3 Metabolischer Strefl und Neurodegeneration

Auch wenn die Ursache fiir das fortschreitende Absterben der dopaminergen
Mittelhirnneuronen im Verlauf der Parkinson-Krankheit noch unbekannt ist, wird
zunehmend evident, daf} chronischer metabolischer Stref3 ein entscheidender Faktor fiir die
Initiation neurodegenerativer Prozesse sein konnte (Beal, 1996; Hanna und Bhatia, 1997).
Metabolischer Stref3 kann u.a. durch Inhibition der Atmungskette ausgeldst werden. Die in
der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte Atmungskette bezeichnet eine
enzymatische Kaskade von Redoxsystemen, durch die die oxidative ATP-Erzeugung
ermoOglicht wird. In SNpc Neuronen aus Gehirnen von Parkinson-Patienten konnte
postmortem ein spezifischer etwa 40%iger Funktionsverlust des Komplex I (CXI; NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase) der Atmungskette nachgewiesen werden. Einige Studien
zeigten diesen CXI-Defekt auch fiir Thrombozyten von Parkinson-Patienten. Die
molekulare Grundlage dieser Storung ist unklar, jedoch weisen neuere Zellfusionsstudien
darauf hin, dal Mutationen mitochondrialer DNA am CXI-Defekt beteiligt sein kdnnten
(Swerdlow et al., 1996). Die Akkumulation exogener oder endogener CXI inhibierender
Substanzen ist eine weitere Erklarungsmdglichkeit.

Zudem ist bei Parkinson-Patienten oft ein abnorm hoher Spiegel an freien Radikalen bei
gleichzeitig erniedrigter Konzentration von neutralisierenden Antioxidantien, wie z.B.

Vitamin A, C und E oder Glutathion, festzustellen (Schapira, 1996). Bereits im normalen
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Zellstoffwechsel werden, z.B. wihrend des Elektronentransferprozesses in der
Atmungskette, stindig freie Radikale gebildet. Diese aufgrund eines ungepaarten Elektrons
sehr reaktiven, oxidativen Verbindungen konnen aber im Normalfall durch effektive
antioxidative Mechanismen inaktiviert werden. Wenn die Produktion freier Radikale
jedoch so hoch ist, daB die unterschiedlichen Inaktivierungsmechanismen iiberlastet
werden, spricht man von oxidativem Stre. Postmortem-Untersuchungen ergaben
zahlreiche Hinweise fiir erhohten oxidativen StreB in den SN Neuronen von Parkinson-
Patienten: So fand sich eine Erniedrigung von zelluliren Antioxidantien wie Glutathion
(GSH) und antioxidativen Enzymen wie GSH-Peroxidase, sowie eine erhdhte
Lipidperoxidation und erhdhte oxidative DNA Schadigung (Miinch et al., 1998).

Komplex I-Defekt und oxidativer Stre3 konnen sich gegenseitig potenzieren. Stérungen
der Atmungskette filhren zum einen zu einer erhdhten Produktion von freien Radikalen,
erhohter oxidativer Stre3 kann zum anderen z.B. mitochondriale DNA, die keine
Reparaturmechansimen besitzt, schiddigen und so einen Komplex I-Defekt induzieren oder
weiter verstirken. Eine aus diesem Szenario resultierende zunehmende mitochondriale
Funktionsstorung konnte schlieflich die Selbstzerstérungskaskade des programmierten
Zelltodes auslosen. Wie genau dieser Initiationsmechanismus aussehen konnte ist
unbekannt. Dennoch liefern weitere Studien immer mehr Hinweise fiir eine grundsétzliche
Beteiligung des metabolischen Stresses an der Initiation von Degenerationsprozessen
(Przedborski und Jackson-Lewis, 1998). Die Hemmung der oxidativen Phosphorylierung
und damit ein Absinken des ATP-Spiegels hat z.B. eine Verringerung der Aktivitit der
Na'/K'-ATPase zur Folge, die fiir die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials
notwendig ist. Eine dadurch induzierte Depolarisation kann den spannungsabhingigen
Magnesiumblock der NMDA-Rezeptoren auftheben und so einen massiven
Kalziumeinstrom und weitere Depolarisation bewirken. Durch die anhaltende Erregung
und die hohe Kalziumkonzentration kdnnen wiederum intrazellulire Prozesse aktiviert
werden, die zum Zelltod fithren. Man spricht auch von Exzitotoxizitdt (Choi, 1992; Choi,
1995).

In diesem Kontext stellt sich wiederum die Frage der differentiellen Vulnerabilitit
dopaminerger Subpopulationen, die nun préizisiert werden kann: Welche differentiell
exprimierten Gene beeinflussen die unterschiedliche metabolische Toleranz dopaminerger
SN Neuronen. Da die funktionelle Antwort dopaminerger Neuronen auf metabolischen
Stre3 nicht an postmortem Humanpréiparaten untersucht werden kann, sind Tiermodelle

unerldBlich (Gerlach und Riederer, 1996).



8 Einleitung

1.2 Mausmodellsysteme der Parkinson-Krankheit

Ein geeignetes Tiermodell fiir die Parkinson-Krankheit sollte moglichst zwei Kriterien
erfiillen. Zum einen muBl es eine selektive Degeneration der dopaminergen
Mittelhirnneuronen aufweisen, zum anderen sollte die neuroanatomische Organisation der
Substantia nigra mdglichst homolog zum Menschen sein. Dies gilt fiir Primaten, aber auch
fiir die Maus, bei der die morphologische Struktur der SNpc der des Menschen sehr
dhnlich ist. Bei Mensch und Maus sind innerhalb der SN zwei Zellschichten in
dorsoventraler Orientierung zu differenzieren. Ebenfalls ist die morphologische Verteilung
von Markerproteinen, wie z.B. kalziumbindenden Proteinen, fiir dopaminerge
Subpopulationen in beiden Organismen homolog. Die Anzahl der dopaminergen
Mittelhirnneuronen ist aber bei der Maus im Vergleich zum Menschen deutlich geringer
(ca. 25.000 im Vergleich zu ca. 500.000) und die einzelnen Neuronen sind kleiner (ca.
22x11 pm im Vergleich zu ca. 60x30 um). Auch fehlt der Maus die fiir Primaten typische
schwarze Neuromelanin-Pigmentierung der SN Neuronen (Nelson et al.,, 1996).
Entscheidend fiir den Stellenwert des Mausmodells ist jedoch, dal bei
Neurodegenerationsprozessen in der SN Region von Maus und Mensch eine in Lage und
Markerexpression sehr vergleichbare Population von dopaminergen Neuronen {iberlebt.

Zwei wichtige Mausmodelle der Parkinson-Krankheit werden im folgenden vorgestellt.

1.2.1 Die weaver-Maus

Ein anerkanntes Tiermodell zur Untersuchung der selektiven Degeneration der
dopaminergen Neuronen der Substantia nigra ist die sogenannte weaver-Maus. Dem
weaver-Phénotyp liegt eine spontan auftretende, autosomal rezessiv vererbte
Punktmutation auf Chromosom 16 im Girk2-Gen zugrunde. (Die Familie der G-Protein
gekoppelten, einwirtsrektifizierenden Kaliumkanile (Girks) wird in Kapitel 1.4.1.1
ausfiihrlich besprochen.) Ein einziger Basenaustausch von G zu A in Position 953 der
cDNA-Nukleotidsequenz des Girk2-Gens fiihrt zum Austausch des ersten Glycins im
Glycin-Tyrosin-Glycin Motiv (GYG) der Kanalpore zu Serin (Patil et al, 1995; vgl. Abb.
3.16). Der spontan auftretende Phanotyp der weaver-Maus ist charakterisiert durch Ataxie,
Epilepsie und Tremor (Lane, 1964). Neben der postnatalen selektiven Degeneration
dopaminerger SN Neuronen ist die Neuropathologie der homozygoten weaver-Maus vor
allem durch eine massive pridnatale Degeneration cerebellirer Kornerzellen und einer

daraus resultierenden Fehlanlage des Kleinhirns gekennzeichnet. In den ersten drei
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Lebenswochen sterben ca. 50% der dopaminergen Neuronen ab (Verney et al., 1995). Das
Absterben der Neuronen beginnt erst postnatal und setzt sich progressiv fort. Sieben Tage
nach Geburt (P7) ist noch kein Verlust an dopaminergen Neuronen zu beobachten, an P14
sind ca. 35% der dopaminergen Neuronen degeneriert, an P21 ca. 50%, und an P90 sind
schlieBlich ca. 70% aller dopaminergen Neuronen abgestorben (Verney et al., 1995;
Adelbrecht et al, 1996; vgl. auch Abb. 3.17). Sehr dhnlich dem Vulnerabilitdtsmuster bei
Parkinson-Kranken sind in der weaver-Maus vor allem die ventralen SN Neuronen von der
fortschreitenden Degeneration betroffen, wiahrend calbindinpositive, mediodorsale SN und
VTA Neuronen iiberleben (Graybiel et al., 1990; Hirsch et al., 1997).

Die Identifikation der fiir den weaver-Phanotyp ursdchlichen Mutation im Girk2-Gen
ermoglicht die Untersuchung des diesem Degenerationsmodell zugrundeliegenden
Pathomechanismus. Die Analyse des Girk2-Gens bei Parkinson-Patienten ergab allerdings
keinen Hinweis auf eine vergleichbare Mutation, so da3 die weaver-Maus zwar ein der
Parkinson-Krankheit homologes Vulnerabilititsmuster aufweist, der initiale, die
Degeneration auslésende molekulare Mechanismus jedoch unterschiedlich ist. Die
funktionelle Analyse der Girk2-Mutation in heterologen Expressionssystemen ergab erste
Hinweise auf einen moglichen Pathomechanismus. Homomere wvGirk2-Kanile zeigen
einen Verlust ihrer Kaliumselektivitdt und bilden im Sinne einer Funktionsénderung (gain-
of-function) konstitutiv aktive Kationenkandle aus (Slesinger et al., 1996). Dieser
Mechanismus allein ist jedoch nicht in der Lage, das Degenerationsmuster in weaver zu
erkldren, da keineswegs alle Girk2 exprimierenden Neuronen degenerieren (Adelbrecht et
al., 1997). Diskutiert wird, ob die Heteromerisierung von wvGirk2 mit anderen Girk-
Untereinheiten den Kanalphénotyp modifizieren kann (Kofuji et al., 1996; Navarro et al.,
1996). Elektrophysiologische Untersuchungen an betroffenen Kornerzellen ergaben in
Hinblick auf eine Funktionsidnderung oder aber einen Funktionsverlust der mutierten
wvGirk2-Kanéle bisher kein eindeutiges Bild (Kofuji et al., 1996, Navarro et al., 1996;
aber: Surmeier et al., 1996a; Rossi et al., 1998). Untersuchungen an dopaminergen
weaver Neuronen werden in dieser Arbeit erstmals vorgestellt. Die Tatsache, dafl eine
Girk2-Knock-Out Maus keine Neurodegeneration aufweist, legt nahe, dal die weaver-
Mutation nicht mit einem einfachen Funktionsverlust (loss-of-function) sondern eher mit
einem komplexen, vom jeweiligen zelluliren Expressionskontext abhingigen gain-of-

function Pathomechanismus assoziiert ist (Signiori et al., 1997).
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1.2.2 Die MPTP-Maus

Eine weitere Maoglichkeit, diejenige Population dopaminerger Neuronen zu
untersuchen, die auch bei Parkinson-Patienten iiberlebt, bietet eine systematische
Verabreichung des Zellgiftes MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin) an
geeignete Versuchstiere (Burns et al., 1983).

MPTP hat die Etablierung von sehr spezifischen neurotoxikologischen Parkinson-
Tiermodellen erst ermoglicht und nimmt seit den frithen achtziger Jahren eine zentrale
Rolle in der Parkinsonforschung ein. Die Einnahme von MPTP-kontaminiertem
synthetischem Heroin fiihrte bei einer Reihe von Konsumenten zu einem akut auftretenden,
massiven Parkinson-Syndrom. Postmortem-Analysen erbrachten die neuropathologische
Bestitigung dieser neuen Parkinsonform: Auch hier lag eine selektive Degeneration der
vulnerablen dopaminergen Mittelhirnneuronen vor. MPTP wurde als die eigentlich aktive
Substanz dieses toxischen Parkinson-Syndroms identifiziert und der biochemische
Pathomechanismus aufgeklart. MPTP kann die Blut-Hirn-Schranke, die das Gehirn
umgibt, passieren und wird dort durch die Monoaminoxidase B in MPP" umgesetzt. MPP"
wird iiber einen in der Plasmamembran lokalisierten Dopamintransporter selektiv in den
dopaminergen Neuronen akkumuliert. Dort blockiert es den KomplexI der
mitochondrialen Atmungskette und induziert damit massiven metabolischen Strel3
(Heikkila und Sonsalla, 1987). Durch diese Befunde wurde die Suche nach moglichen
CXI-Defekten auch beim idiopathischen Parkinson-Syndrom erst stimuliert. Auf welche
Weise der durch MPP" ausgeloste metabolische Stre den Zelltod induziert und warum
ebenfalls wie bei Parkinson-Patienten und in der weaver-Maus nur eine Subpopulation der

dopaminergen Neuronen von der Degeneration betroffen ist, bleibt weiterhin ungeklart.

1.3 Einzelzelltechniken

Aus dem bisher gesagten wird deutlich, daB es unerldBlich ist, dopaminerge
Mittelhirnneuronen auf Einzelzellebene zu untersuchen. Warum geht ein Neuron in
weaver-Méusen, bei MPTP-induziertem, metabolischem Strefl oder schliefllich bei einem
von der Parkinson-Krankheit betroffenen Menschen zugrunde, ein anderes bleibt aber
vollig unbeeinfluBt? Nur durch den Vergleich der einzelnen Neuronen kann die Ursache
der unterschiedlichen Empfindlichkeit fiir neurodegenerative Prozesse aufgedeckt werden.
Zeigen sich auf Einzelzellebene Unterschiede in dem elektrophysiologischen Verhalten

dieser Neuronen oder in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber metabolischem Stre3? Oder
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finden sich Unterschiede in der Genexpression? Um die funktionelle Reaktion der
Einzelzelle auf metabolischen Stref zu untersuchen und das Genexpressionsmuster
derselben Zelle zu analysieren, wurden in dieser Arbeit zwei Einzelzelltechniken
miteinander kombiniert: Die Patch-Clamp Technik fiir die elektrophysiologische Analyse
und die Einzelzell-RT-PCR Technik zur Expressionsanalyse.

1.3.1 Die Patch-Clamp Technik

Mit der Patch-Clamp Technik kann das elektrophysiologische Verhalten einzelner
Neuronen im Hirnschnitt untersucht werden (Neher und Sackmann, 1976; Stuart et al.,
1993). Mit Hilfe dieses Verfahrens kann die elektrische Aktivitit einzelner Neuronen,
selbst einzelner Ionenkanile, untersucht werden. Dazu wird eine mit einer Elektrolytlosung
gefiillte Glasmikropipette auf die Membran eines Neurons aufgesetzt. Durch Anlegen eines
Unterdrucks entsteht eine dichte Verbindung zwischen Pipettenglas und Zellmembran mit
einem sehr hohen Abdichtungswiderstand im Gigaohm-Bereich zwischen dem
Pipetteninneren und dem AuBlenmedium. Mit diesem sogenannten Gigaseal wird das
Membranstiick (der Patch) unter der Pipettenspitze elektrisch isoliert. Ein
Silber/Silberchloriddraht in der Pipette stellt die Verbindung zu einem hochempfindlichen
Vorverstirker her, mit dem der Strom gemessen werden kann, der durch gedffnete
Ionenkandle in dem Membranfleck flieBt (Cell-Attached Konfiguration). Der Gigaseal
ermoglicht verschiedene Manipulationen des Membranflecks unter der Pipette, so daf3
ausgehend von der Cell-Attached Konfiguration noch weitere MeBkonfigurationen
moglich sind. So 148t sich durch leichten Unterdruck das Membranstiick unter der Pipette
durchbrechen, ohne dall der Gigaseal zerstort wird. Dadurch erhdlt man einen
niederohmigen Zugang zur gesamten Zelle und kann damit die Gesamtheit der
Tonenstrome der untersuchten Zelle messen (Whole-Cell Konfiguration)'. Zieht man
dagegen die Pipette nach Ausbildung des Gigaseals vorsichtig von der Zelle zuriick, kann
man das Membranstiick unter der Pipette aus der Zellmembran herausreiflen und erhélt so

einen zellfreien Zugang zu der zytoplasmatischen Seite des Membranflecks. Diese Inside-

" Die englischen Bezeichnungen Seal, fiir Abdichtung, Patch-Clamp fiir Membranfleck-
Klemme, Cell-Attached, Whole-Cell, Inside-Out sowie Outside-Out, fiir die
unterschiedlichen MeBkonfigurationen, haben sich auch in der deutschen Sprache und
Literatur gegeniiber den deutschen Ubersetzungen durchgesetzt und werden daher auch in

dieser Arbeit verwendet.
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Out Konfiguration® ist z.B. geeignet, um Modulationen von Ionenkanilen durch
intrazelluldre zytoplasmatische Faktoren zu untersuchen. Zieht man die Pipette in der
Whole-Cell-Konfiguration von der Zelle zuriick, so schliefit sich die gedffnete Membran
unter der Pipette wieder spontan und zeigt mit ihrer AuBenseite zum Bad. Diese Outside-
Out Konfiguration® ist eine wichtige Methode zur Untersuchung von lonenkanilen mit
schnellen Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken und deren Modulation (vgl. Hamill

et al., 1981). Abbildung 1.3 faBt die unterschiedlichen Patch-Clamp Konfigurationen

zusammen.

Abb. 1.3: Konfigurationen der Patch-Clamp Technik
Das videomikroskopische Bild (A) zeigt ein dopaminerges SNpc Neuron im Mittelhirnschnitt der Maus sowie
eine Patch-Clamp Pipette. Der Pfeil verweist auf ein GABAerges Interneuron. Die Zeichnungen (B) stellen die

vier Standard-Konfigurationen der Patch-Clamp Technik dar: (1) Cell-Attached, (2) Whole-Cell, (3) Inside-Out,
(4) Outside-Out (verandert nach Numberger und Draguhn, 1996).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Whole-Cell Messungen an
SN Neuronen in Gehirnschnitten (Slices) von ca. 14 Tage alten Mausen durchgefiihrt
(Edwards et al., 1989; vgl. Abb. 1.3 A). Entscheidend fiir erfolgreiche Patch-Clamp
Experimente ist die Préparation von vitalen, moglichst diinnen Gehirnschnitten. Wihrend
die Herstellung der Hirnschnitte von jungen Tieren relativ unkompliziert ist (sieche 2.3.1),
ist eine entsprechende Pridparation von adulten Tieren wesentlich empfindlicher, aber

prinzipiell auch moglich (Lipron et al., 1995).
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1.3.2 Die Detektion von Einzelzell-mRNA

Um die Genexpression von einzelnen Neuronen miteinander vergleichen zu koénnen,
miissen molekularbiologische Techniken angewandt werden. Im Prinzip konnten alle
Techniken eingesetzt werden, die auch fiir makroskopische Analysen differentieller
Genexpression geeignet sind.

Die Gesamtheit aller in einer Zelle exprimierten Gene spiegelt sich in der mRNA-
Zusammensetzung des Zytoplasmas wider. Aus diesem Grund liegt allen Strategien zur
Untersuchung von differentieller Genexpression die vergleichende Analyse zweier oder
mehrerer mRNA-Pools zugrunde. Die RNA wird dazu meistens mit Hilfe des Enzyms
Reverse Transkriptase unter Verwendung von Random-Hexamer- oder Oligo-dT-Primern
in einen stabileren cDNA-Pool umgeschrieben. Primer sind kurze DNA-Molekiile von 6
bis 40 Basen, die gemiB ihrer Nukleotidsequenz mit entsprechenden einzelstringigen
DNA-Bereichen hybridisieren und so kurze doppelstrangige DNA-Bereiche bilden, die von
einigen Enzymen als Synthesestartpunkte bendtigt werden (z.B. Reverse Transkriptase,
Tag-Polymerase). Die Expression spezifischer mRNA-Transkripte kann nach Reverser
Transkription direkt durch Amplifikation der entsprechenden cDNA-Molekiile in einer
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) nachgewiesen werden. Soll nicht nur die Expression
einer bestimmten Anzahl von Genen untersucht werden, sondern moglichst die gesamte
Genexpression zweier Gewebe oder Zelltypen miteinander verglichen werden, bieten sich
Methoden wie Subtraktive Hybridisierung oder Differential-Display-PCR an (Wan et al.,
1996; Bihr, 1997).

Die methodische Herausforderung fiir die Analyse der Genexpression von einzelnen
Zellen liegt in der sehr geringen Menge des Einzelzell-mRNA-Ausgangsmaterials. Dieses
Problem ist besonders relevant fiir die mRNAs der Klasse III, die nur in geringer
Kopienzahl pro Zelle vorliegen. Somit ist es essentiell, die Effizienz und Sensitivitdt der
einzelnen Schritte der Einzelzell-Technik so zu optimieren, daBl selbst Transkripte in
geringster Kopienzahl noch reproduzierbar detektiert werden konnen. Der notwendige
enorm hohe Amplifikationsfaktor der Einzelzell-Methode potenziert gleichzeitig das
Risiko von Kontaminationen. Daher sollte die Durchfiihrung moglichst einfach und in
wenigen Schritten erfolgen. Bis jetzt wird deshalb in den meisten Studien zur
vergleichenden Untersuchung der Genexpression einzelner Zellen die Patch-Clamp
Technik mit der RT-PCR in der sogenannten Einzelzell-PCR (scPCR) kombiniert (Sucher
etal., 1991; Lambolez et al., 1992; Monyer und Lambolez, 1995).
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Nach elektrophysiologischer Charakterisierung einer Zelle in der Whole-Cell
Konfiguration wird das Zytoplasma des Neurons durch Anlegen eines Unterdrucks unter
optischer Kontrolle in die MeBpipette gesaugt und anschlieSend zur reversen Transkription
und PCR-Amplifikation in ein Reaktionsgefdl} tiberfiihrt. Die Einzelzell RT-PCR erfordert
nur relativ wenige molekularbiologische Arbeitsschritte und birgt deshalb vergleichsweise
ein nur geringes Risiko fiir falsch-negative oder -positive PCR-Signale.

Zum erfolgreichen Nachweis von mRNAs sollte moglichst der gesamte cDNA-Pool
einer Zelle in der PCR eingesetzt werden, so dal pro Zelle lediglich eine Reaktion
durchgefiihrt werden kann. Lediglich hochabundante Marker- oder Housekeeping-
transkripte konnen noch verlidBlich aus geringen Fraktionen (1-10%) des gesamten
Einzelzell cDNA-Pools nachgewiesen werden. Damit ist die Zahl der abfragbaren
Transkripte auf diejenige begrenzt, die mit einer sogenannten multiplex-PCR (mPCR)
parallel amplifiziert werden kann. Sie liegt im Moment auf Einzelzellebene bei ca. 10
Transkripten (Ruano et al., 1995, Cauli et al., 1997; Song et al., 1997). In einer multiplex-
PCR wird nicht nur ein DNA-Fragment vermehrt, sondern man amplifiziert simultan
unterschiedliche DNA-Fragmente durch Zugabe aller entsprechenden Primerpaare
(Edwards und Gibbs, 1994). Diese Variante der Einzelzell-PCR wurde auch in dieser
Arbeit etabliert und durchgefiihrt.

Vorgeschaltete Amplifikationsschritte auf RNA- oder cDNA-Ebene, wie z.B. die von
James Eberwine entwickelte Transkriptions- oder auch antisense-RNA (aRNA)
Amplifikationsmethode, sollen unter optimalen Bedingungen einen linear amplifizierten,
also repréasentativen und quasi unerschopflichen Einzelzell cDNA-Pool erzeugen (Van
Gelder et al., 1990; Eberwine et al., 1992). Die mRNA der einzelnen Zelle wird in dieser
Methode mit Hilfe eines Oligo-dT-Primers, der an seinem 5’-Ende zusétzlich die Sequenz
eines RNA-Polymerase-Promotors trdgt, in c¢DNA umgeschrieben. An diese
Promotorsequenz, die nun jedes cDNA-Molekiil trdgt, kann eine RNA-Polymerase binden
und aus der cDNA eine amplifizierte sogenannte cRNA synthetisieren. Dieser Vorgang
kann mehrfach wiederholt werden und sollte im Gegensatz zur PCR im Idealfall zu einer
linearen Amplifikation des urspriinglichen mRNA-Pools der Einzelzelle fithren. Zur
Detektion der gewiinschten Transkripte konnen nun im Prinzip beliebig viele RT-PCR-
Reaktionen angesetzt werden, oder aber die amplifizierte cRNA wird direkt mittels
Hybridisierungstechniken analysiert. Abbildung 1.4 zeigt schematisch vereinfacht das
Prinzip beider Einzelzell-mRNA-Amplifikationsmethoden.
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Abb. 1.4: Zwei Detektionsmethoden zum Nachweis von Einzelzell-mRNA

Nach elektrophysiologischer Charakterisierung in der Whole-Cell Konfiguration wird der Zellinhalt in die
Patchpipette gesaugt und in ein Reaktionsgefal tberfiihrt. In der PCR-Methode werden die RNA Transkripte
nach reverser Transkription mit Random-Hexamer-Primern in einer geeigneten PCR amplifiziert und z.B.
durch Gelelektrophorese oder Sequenzierung identifiziert. In der Transkriptionsmethode wird mit Hilfe von
Oligo-dT-Primern, die eine zusatzliche 5’-RNA-Polymerase-Promotorsequenz tragen, eine cDNA synthetisiert
und zum Doppelstrang erganzt. An den Promotor der cDNA-Molekule kann eine RNA-Polymerase binden und
eine linear amplifizierte, sogenannte cRNA synthetisieren, die dann z.B. in Hybridisierungen oder mittels RT-
PCR analysiert wird (verandert nach Numberger und Draguhn, 1996).
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Die praktische Durchfiihrung der aRNA-Amplifikation erfordert allerdings eine cDNA-
Zweitstrang-Synthese und damit viele zusétzliche Arbeitsschritte (Eberwine et al., 1995).
So konnte die Transkriptionsmethode bis jetzt nur in wenigen Arbeitsgruppen
routineméfig etabliert werden. Im Gegensatz dazu wird die Einzelzell-PCR-Methode
inzwischen von mehreren Arbeitsgruppen erfolgreich eingesetzt (vgl. z.B. Smith und
O’'Dowd, 1994; Gurantz et al., 1996; Plant et al., 1997; Lee et al., 1998).

Da in einer multiplex-RT-PCR die Anzahl der aus einer Zelle nachzuweisenden
unterschiedlichen mRNA-Transkripte limitiert ist, ist es von besonderer Bedeutung, ein
sinnvolles Set an Genen zu bestimmen, deren Expression untersucht werden soll.
Ionenkanéle sind fiir die Einzelzellanalyse von Neuronen von besonderem Interesse, da sie
fiir eine groBe Anzahl von physiologischen Prozessen in diesen Zellen von entscheidender
Bedeutung sind. Die Hauptfunktion der Ionenkanile in Nervenzellen ist die Ubertragung
von elektrischen Signalen in und zwischen Zellen. Die Strome werden hauptséchlich durch
den FluB von vier Ionenarten (Natrium, Kalium, Kalzium und Chlorid) getragen. Das
spezifische Muster an Ionenkandlen, das eine Zelle exprimiert, ist letztendlich
entscheidend fiir ihr elektrophysiologisches Verhalten und somit fiir ihre Rolle innerhalb

der neuronalen Kommunikation.

1.4 Kaliumselektive Ionenkanile

Ionenkanédle werden gemiB3 der Selektivitit ihrer Kanalpore in unterschiedliche
Familien eingeteilt. Kanéle, die eine hohe Selektivitit fiir Kaliumionen aufweisen, gibt es
in Bakterien, Pflanzen und Tieren. Diese Kaliumkanile sind in vielen erregbaren und
nichterregbaren Zelltypen entscheidend an der Kontrolle des Ruhemembranpotentials
beteiligt. Thre klassische Funktion besteht in der Steuerung neuronaler und muskuldrer
Erregungsprozesse, z.B. der Repolarisation von Aktionspotentialen. Auch sind
Kaliumkanéle an endokrinen Vorgidngen und an der komplexen Regulation des Salz- und
Wasserhaushaltes eines Organismus sowie an Zellproliferationsprozessen beteiligt. Sie
greifen in die Steuerung der synaptischen Plastizitdt von Neuronen ein und sind damit an
so komplexen Vorgéingen wie Lernen und Erinnerungsvermdgen beteiligt (Pongs, 1997).

Die enorme funktionelle Vielfalt der Kaliumkandle spiegelt sich auch in ihrer
molekularen Diversitdt wider. Das C. elegans-Genomprojekt, die erste komplette Analyse
eines tierischen Genoms, fiihrte zur Identifizierung von iiber 80 verschiedenen
Kaliumkanalgenen fiir diesen Organismus, wiahrend andere lonenkanile eine geringere

Zahl an Mitgliedern aufwiesen (Bargmann, 1998). Die Anzahl an unterschiedlichen
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Kaliumkanédlen in Séaugetieren diirfte noch hoher liegen. Man unterscheidet zwei
Hauptfamilien von Kaliumkanédlen anhand der Struktur ihrer Untereinheiten: Die
Superfamilie der Kaliumkanile mit sechs hydrophoben membrandurchspannenden
Segmenten (S1 bis S6), der u.a. die Unterfamilien der spannungsgeschalteteten (K,)
Kanile angehoren, und die Familie der einwértsrektifizierenden Kaliumkanile (Kir) mit

nur zwei Transmembrandoménen (M1 und M2) (Abbildung 1.5).

Abb. 1.5:  Untereinheitenstruktur der zwei Hauptfamilien von Kaliumkanalen
Man unterteilt die Familie der Kaliumkanale anhand der Anzahl der Transmembrandomanen (TMs) ihrer
Untereinheiten in 2-TM (M1+M2) bzw. 6-TM (S1-S6) Kanale. Gemeinsam ist beiden Hauptfamilien eine TM-

flankierte Porendomane (P). Einige 6-TM Kanale tragen an ihrem Aminoterminus eine positiv geladene
Inaktivierungsdomane (verandert nach Sewing et al., 1996b).

Zur Bildung funktioneller Kaliumkanéle miissen sich jeweils vier dieser sogenannten o
Untereinheiten zusammenlagern (MacKinnon, 1991). Innerhalb der Unterfamilien konnen
auch heterooligomere Kanéle gebildet werden (Sewing et al., 1996a). Zusétzlich kénnen
sich an einige Kaliumkanalkomplexe auch noch vier sogenannte [3-Untereinheiten
anlagern, wodurch die Kanaleigenschaften drastisch veridndert werden kénnen (Isom et al.,
1994). Durch diese vielfiltigen Kombinationsmoglichkeiten von unabhéngigen
Kanaluntereinheiten ist die funktionelle Diversitit der Kaliumkanile nochmals erhdht.

Allen o-Untereinheiten ist eine hochkonservierte Signatursequenz gemeinsam, die
Bestandteil der Porendoméne (P) ist. Die Signatursequenz der Pore von drei Aminosduren
(GYG oder GFQ) ist entscheidend fiir die Selektivitit der Kanalpore (vgl. 1.2.1). Es gibt
aber auch Kaliumkanal Untereinheiten mit zwei Porendomédnen, die zur Bildung
funktioneller Kanile lediglich Dimere ausbilden: In TwiK (Twin K") Kanaluntereinheiten

findet sich ein verdoppeltes Kir-Motiv; TwoK (Two K") Kanaluntereinheiten scheinen sich
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aus einer 6-TM und einer 2-TM Untereinheit gebildet zu haben. In diesem Jahr ist es
erstmals gelungen, den M1-P-M2-Bereich eines bakteriellen einwértsrektifizierenden
Kaliumkanals (KscA aus Streptomyces lividans) zu kristallisieren und so die rdumliche
Struktur mit einer Auflésung von 3,2 Angstrom aufzukliren (Doyle et al., 1998). Damit
konnte die bis dahin nur hypothetische Struktur und Funktionsweise der Porenregion und
des Selektivititsfilters weitgehend bestitigt werden. Der Selektivititsfilter der 45 A langen
Pore hat demnach eine Linge von 12 A und interagiert iber COO -Seitenketten mit den
Kaliumionen. Zwei dehydratisierte K -Ionen koénnen an den Enden des Filters in einem
Abstand von 7,5 A koordiniert werden. Thre gegenseitige AbstoBung ermdglicht eine
schnelle Permeation der Ionen durch die Kanalpore. Eine Komplexierung von kleineren,
dehydratisierten Na'- oder Li'-Ionen ist aufgrund der spezifischen Geometrie des

Selektivitdtsfilters energetisch zu ungiinstig und findet deshalb nicht statt.

1.4.1 Einwirtsrektifizierende Kaliumkanile

Einwirtsrektifizierende Kaliumleitfahigkeiten wurden schon 1949 von Bernhard Katz
fiir den Skelettmuskel beschrieben. Die Namensgebung der Kir-Kanidle beruht auf der
biophysikalischen Beschreibung ihres Schaltverhaltens. Sie leiten Einwértsstrome negativ
vom Kaliumgleichgewichtspotential (Ei) besser als Auswirtsstrome positiv von Ei. Thre
nichtlineare Strom-Spannungs-Beziehung gleicht damit der einer Diode (vgl. 2.3.5.1).
Mechanistisch resultieren die geringeren Auswértsstrome aus einer spannungsabhingigen
Blockierung der Kanalpore durch zytosolische, di- und polyvalente Kationen wie Mg”*
oder Spermidin®". Je groBer die treibende elektromotorische Kraft (E-E,) in
depolarisierender Richtung, desto stirker ist der Porenblock der Kir-Kanile (Karschin,
1997). Im  Gegensatz zu  spannungsabhidngigen K,-Kanidlen weist die
Offnungswahrscheinlichkeit von Kir-Kanilen also eine zum Membranpotential lediglich
relative Spannungsabhéngigkeit auf. Das Ausmal} dieser Rektifizierung ist von einigen
negativ geladenen Aminosduren am inneren Poreneingang abhingig, welche die Affinitét
fiir die blockierenden polyvalenten Kationen bestimmen (Nichols und Lopatin, 1997).

Beziiglich der physiologischen Funktion ist der Name der Kir-Kanidle zumindest fiir
Warmbliiter irrefiihrend, da das Ruhemembranpotential unter physiologischen
Ionenbedingungen positiv von Eg ist, und so lediglich Auswértsstrome durch Kir-Kanéle
geleitet werden. Auf diese Weise stabilisieren die Kir-Kandle das Ruhemembranpotential.

Bei positiveren Membranpotentialen, z.B. im Rahmen von Aktionspotentialen, nimmt ihr
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EinfluB dagegen durch die zunehmende spannungsabhingige Blockierung der Kanalpore
deutlich ab (Hille, 1992b).

Aufgrund funktioneller Merkmale sowie der Homologie der Proteinsequenzen wurden
die Kir-Kanile in bis jetzt sieben Familien untergliedert (Doupnik et al., 1995; Karschin et
al., 1997). Die Mitglieder der Kirl-Familie sind schwache Einwirtsrektifizierer und
konnen durch zytoplasmatisches ATP moduliert werden. Zu dieser Familie gehoren u.a.
die Kirl.1-Kanile der Niere (ROMK-Kanéle). Zur Kir2-Familie (frither IRK) zdhlen die
stark einwértsrektifizierenden Kir-Kanéle, deren Vertreter im Myokard und im Gehirn
stark exprimiert werden. Die Kir3-Familie bilden G-Protein regulierte, mittelstark
einwartsrektifizierende Kir-Kanéle (Girk-Familie, sieche 1.4.1.1) Die Rolle von Kir4
(inzwischen Kirl.2) und Kir5, die im Gehirn heteromeren Kanéle bilden, ist noch
weitgehend unklar. Mitglieder der Kir6-Familie bilden eine Untereinheit der schwach
einwirtsrektifizierenden, ATP-sensitiven Kaliumkanéle (siehe 1.4.1.2). Und schlieBlich
wurde erst kiirzlich das erste Mitglied einer neuen siebten Kir-Familie identifiziert
(Kir7.1), welches sich durch ungewOhnliche Permeationseigenschaften und
magnesiumunabhéingige Einwirtsrektifizierung auszeichnet (Krapivinski et al., 1998;

Partiseti et al., 1998; Doering et al., 1998).

14.1.1 G-Protein regulierte Kaliumkanile

Die Kir3-Familie der einwirtsrektifizierenden Kaliumkanéle wird auch als Girk-Familie
bezeichnet, da diese Kanile durch G-Protein Untereinheiten aktiviert werden. Trimere G-
Proteine sind iiber langkettige Fettsdurereste mit der cytosolischen Zellmembran assoziiert
und bestehen aus drei Untereinheiten, einer o-, B- und y-Untereinheit. Die o-Untereinheit
bindet GDP bzw. GTP und besitzt intrinsische GTPase-Aktivitit. Abbildung 1.6 zeigt den
Mechanismus der G-Protein vermittelten Offnung der Girk-Kaniile.

Bindung des spezifischen Liganden an einen Sieben-Transmembran Rezeptor fithrt zu
einer Konformationsidnderung des Rezeptors, die eine Interaktion mit dem trimeren G-
Protein Komplex ermdglicht. Dadurch bindet die Go-Untereinheit anstelle von GDP jetzt
GTP mit hoher Affinitdt, und der Komplex aus o und By-Untereinheit zerfillt (Gilman,
1987). Sowohl der Go als auch der GBy-Komplex koénnen, unabhéngig von einer weiteren
Ligandenbindung an den Rezeptor, entsprechende Effektormolekiile solange in ihrer
Aktivitit beeinflussen, bis das von Go, gebundene GTP hydrolysiert ist und sich alle drei
Komponenten wieder zum trimeren G-Protein Komplex zusammenfinden.

Falschlicherweise wurde der By-Komplex friiher fiir eine rein regulatorische Untereinheit
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gehalten. Gerade dieser Untereinheitenkomplex bindet aber an Girk-Kanéle und vermittelt
zusammen mit PIP, ihre Aktivierung (Logothesis et al, 1987; Clapham, 1994; Huang et al.,
1998).

7-TM Rezeptor Girk v

GDOP GoP

GTP

Abb. 1.6: G-Protein abhangige Aktivierung von Girk-Kanalen

Die Bindung des spezifischen Liganden an einen 7-TM Rezeptor fihrt zu dessen Konformationsanderung, die
eine Interaktion mit dem trimeren G-Protein Komplex erméglicht. Dadurch bindet die Ga-Untereinheit anstelle
von GDP jetzt GTP und der Komplex aus o und By-Untereinheit zerfallt. Der By-Komplex bindet direkt an den
Girk-Kanal und vermittelt seine Aktivierung, unabhangig von einer weiteren Ligandenbindung an den

Rezeptor, bis das von Go. gebundene GTP hydrolisiert ist (GDP + P;) und sich alle drei Komponenten wieder
zum trimeren G-Protein Komplex zusammenfinden (verandert nach Isomoto et al., 1997a).

1993 wurde der erste Girk-Kanal (Girkl) durch Expressionsklonierung molekular
identifiziert (Kubo et al., 1993). Fiir viele Warmbliiter wurden inzwischen drei weitere
Girk-Kanile (Girk2-4) kloniert (Leasage et al., 1994; Krapivinski et al., 1995). Ein fiinfter
Girk-Kanal wurde nur aus dem Frosch Xenopus laevis isoliert (Hedin et al., 1996). Durch
alternatives Splicen konnen mindestens drei verschiedene Girk2-Isoformen generiert
werden, die sich auf Proteinebene nur in ihrem C-Terminus unterscheiden und differentiell
exprimiert werden (Isomoto et al., 1996a; Wei et al., 1998). Auch von Girkl-mRNA
existieren mindestens drei Splicevarianten (Nelson et al., 1997).

Wihrend Girk1- bis 3-mRNA in vielen Hirnregionen exprimiert wird, ist Girk4-mRNA
weniger in Gehirn sondern hauptsdchlich im Atrium des Herzens exprimiert.
Interessanterweise findet man gerade in der SNpc-Region fast ausschlieBlich Girk2-mRNA
(Chen et al., 1997). Im Gegensatz dazu wird Girk3-mRNA in der SNpr hauptsichlich

allein exprimiert (Karschin et al., 1996). Die Girk-Kanéle kénnen sowohl homo- als auch
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heteromere Kanalkomplexe bilden. Homomere Girk1-Kanéle sind nicht funktionell (Chan
et al., 1996). Native Girk-Kandle werden in der Regel aus verschiedenen Girk-
Untereinheiten aufgebaut. Wihrend ein Girk1/4-Heteromer im Herzen den fiir die
Rhythmuskontrolle wichtigen acetylcholingesteuerten Kir-Kanal (Kacy) konstituiert,
bilden Girkl/2-Heteromere die dominante neuronale Spezies der Girk-Kanile. Eine
Ausnahme scheint der Girk2 Kanal zu sein, der auch als Homomer nativ, vor allem in
dopaminergen Neuronen, exprimiert wird.

Die Aktivierung von somatodendritischen Girk-Kanélen erfolgt {iber eine grofle Vielfalt
von neuronalen 7-TM Rezeptoren; zum einen fiir klassische Neurotransmitter wie GABA
(GABAg-R) oder Glutamat (mGlu-R), zum anderen fiir Neuropeptid- oder
Neuromodulator-Rezeptoren ( z.B. Dopamin-R, Serotonin-R) (Dascal, 1997; Werner et al.,
1996). Die Aktivierung dieser Kanéle flihrt zu einer Dampfung neuronaler Erregbarkeit im
Bereich vom mehreren 100 ms bis zu einigen Sekunden. Sie bildet die molekulare
Grundlage fiir die sogenannten langsamen synaptischen Potentiale, die den schnellen, von
ionotropen Neurotransmitterrezeptoren getragenen Potentialen nachfolgen. Girk-Kanile
haben somit eine zentrale Rolle bei der Modulation neuronaler Erregbarkeit (Hille, 1992a;
Dascal, 1997). Knock-Out Mausmodelle von Girk-Untereinheiten zeigten bei Verlust der
erregungsbegrenzenden Girk-Aktivitét u.a. eine erhdhte Epilepsieneigung (Signorini et al.,
1997; Wickmann et al., 1998). Girk-Kanédle wurden ebenfalls prasynaptisch lokalisiert. Es
ist vorstellbar, dal die Aktivierung von prisynaptischen 7-TM Rezeptoren zu einer
Begrenzung der Neurotransmitter-Freisetzung beitrdgt. Eine Mutation im Girk2-Kanal ist

Ursache fiir den unter 1.2.1 beschriebenen Phénotyp der weaver-Maus.

14.1.2 ATP-sensitive Kaliumkaniile

Eine weitere wichtige Klasse der einwirtsrektifizierenden Kaliumkanile stellen die
ATP-sensitiven Kaliumkanile (Karp-Kanile) dar. Die Offnungswahrscheinlichkeit dieses
Kanaltyps wird in Abhdngigkeit von der intrazelluliren ATP- bzw. ADP-Konzentration
reguliert. Auf diese Weise kann der Karp-Kanal die zelluldren elektrophysiologischen
Eigenschaften direkt an den Energiestoffwechsel koppeln. Die Existenz von ATP-
sensitiven Kaliumkanélen wurde erstmals 1983 von Akinori Noma fiir Herzmuskelzellen
beschrieben. ATP-sensitive Kaliumleitfahigkeiten wurden in Folge in unterschiedlichsten
Zelltypen identifiziert, wie z.B. in endokrinen Zellen (insbesondere den [-Zellen des
Pankreas), in Herz- und Skelettmuskelzellen sowie in Zellen der glatten Muskulatur, in

Endothel- und Nierenepithelzellen und schlieBlich in neuronalen Zellen verschiedenster
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Hirnregionen (Yokoshiki et al., 1998; Ashcroft und Ashcroft, 1990). Auch in pflanzlichen
Zellen wurden K arp-Kanile beschrieben (Leonhard et al., 1997).

1.4.1.2.1 Struktur und Funktion von K,rp-Kanilen

ATP-sensitive Kaliumkanédle sind heteromultimere Kanile, die sich aus zwei
grundsétzlich verschiedenen Untereinheiten zusammensetzen. Zum einen aus einer
einwirtsrektifizierenden Kaliumkanal Untereinheit der Kir6-Familie, zum anderen aus
einem Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR), einem Protein, das der Superfamilie der ATP-
bindenden Proteine (ABC-Proteine) angehort. Der Sulfonylharnstoffrezeptor besitzt zwei
intrazelluldre Nukleotidbindungsdoméinen (NBD1+2) und mindestens 13 transmembrane
Segmente (vgl. Abb. 1.7); neueste Modelle gehen von 11+6 TMs aus (Tusnady et al.,
1997). Da die Kir6.2-Untereinheiten alleine keine funktionellen Kanéle bilden, kann die
SUR-Kanalkomponente nicht als 3-Untereinheit im klassischen Sinne angesehen werden.
Zur Bildung funktioneller ATP-sensitiver Kaliumkanéle miissen vier Kir6-Untereinheiten
und vier SUR-Untereinheiten zusammenfinden, wobei ein SUR C-Terminus jeweils mit

einem Kir6 N-Terminus interagiert (Clement et al., 1997; Shyng und Nichols, 1997).

SUR1/SUR2A/B Kir6.1 / Kir6.2

NH3*

COy”

Abb. 1.7: Untereinheitenstruktur der Katp-Kanale

Katp-Kanale sind heterotetradimere Komplexe, die aus Kir6- und SUR-Untereinheiten bestehen. Die Kir6-
Untereinheit (Kir6.1 oder Kir6.2) zeigen die typische 2-TM Struktur einwartsrektifizierender K'-Kanale. Die
SUR-Untereinheiten (SUR1 oder SUR2A/B) besitzen mindestens 13 transmembrane Segmente und zwei
intrazellulare Nukleotidbindungsstellen (NBD1+2) (verandert nach Demolombe und Escande, 1996).
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Bis jetzt wurden zwei verschiedene Kir6-Untereinheiten (Kir6.1 und Kir6.2) sowie zwei
unterschiedliche SUR-Untereinheiten (SURI1, SUR2) als mdgliche Komponenten der
Karp-Kanédle identifiziert und in rekombinanten Systemen auf ihre Eigenschaften
untersucht (Inagaki et al., 1995a; Inagaki et al., 1995b; Aguilar-Bryan et al., 1995; Isomoto
et al., 1996b). Es existieren mindestens zwei Splicevarianten des SUR2 Gens; SUR2A
unterscheidet sich lediglich in einen 3’-terminalen Einschub von 176 bp von SUR2B. Auf
Proteinebene differieren die SUR2-Splicevarianten in den letzten 45 Aminosduren. Diese
zwei Splicevarianten und zusitzliche SUR2-Deletionsvarianten (SUR2AA14 bzw. A17/18)
erhohen die Vielfalt der moglichen SUR-Untereinheiten der Kap-Kanéle (Chutkow et al.,
1996; Isomoto et al., 1996b; Aguilar-Bryan et al., 1998). Je nach
Untereinheitenkombination haben die Karp-Kanéle unterschiedliche biophysikalische und
pharmakologische FEigenschaften. (Tabelle 3.1 im Ergebnisteil stellt die wichtigsten
pharmakologischen Unterschiede der fiir diese Arbeit relevanten Kanaltypen zusammen.)

Nachdem es gelungen ist, durch Deletion eines C-terminalen Kir6.2 Retentionssignals,
das den Transport der Kanaluntereinheit in die Plasmamembran verhindert, funktionelle
ATP-sensitive Kandle ohne SUR-Untereinheiten zu exprimieren, konnten die Aufgaben
der Kir6- und der SUR-Komponente genau untersucht werden (Tucker et al., 1997).
Demnach bilden vier Kir6-Untereinheiten die Kanalpore mit Einzelkanalleitfdhigkeiten
von 70-80 pS fiir Kir6.2 bzw. 33 pS fiir Kir6.1 Karp-Kandle. Die ATP- bzw. GTP-
Inhibition des Kanals wird ebenfalls von der Kir6-Untereinheit vermittelt und nicht von der
SUR-Komponente, wie aufgrund der NBDs urspriinglich angenommen wurde. Die SUR-
Untereinheit ist dagegen fiir die korrekte Plasmamembranlokalisation der Kir6-
Komponente mitverantwortlich. Die kanalstabilisierende SUR-Untereinheit erhoht die
Offnungswahrscheinlichkeit des Katp-Kanals um etwa das zweifache. Sie vermittelt die
Sensitivitét fiir die Karp-Kanaloffner (z.B. Diazoxid, Pinazidil, Chromokalim, Nikorandil)
und fiir die 6ffnungsstimulierende Wirkung von MgADP und MgGDP. Auch die Karp-
Kanalblocker (z.B. Tolbutamid, Glibenklamid) interagieren mit der SUR-Komponente des
Kanals. Diese Sulfonylharnstoffe vermitteln ihre inhibierende Wirkung unter anderem
durch die Blockierung der ADP/GDP-Kanalstimulierung in NBDI1. Die SURI-
Untereinheit erhoht im Gegensatz zur SUR2-Untereinheit zusitzlich die ATP-Sensitivitét
des funktionellen Karp-Kanals (Isomoto et al., 1997b; Tucker und Ashcroft, 1998;
Ashcroft und Gribble, 1998; Babenkow et al., 1998).

Die Figenschaften des rekombinanten SURI1/Kir6.2 vermittelten Kurp-Kanals

entsprechen am besten denen des nativen Kanals der pankreatischen [B-Zellen. Die
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Kombination aus SUR2A/Kir6.2 scheint die molekulare Grundlage fiir den Kapp-Kanal im
Herzen zu bilden. SUR2B/Kir6.1 konstituiert wahrscheinlich den Kurp-artigen Kanal der
glatten Muskulatur, der von MgADP stimuliert, aber kaum von ATP inhibiert wird
(Babenkow et al., 1998; Yokoshiki et al., 1998). Die Karp-Kanile der Niere bilden eine
Ausnahme; sie werden anscheinend von Kirl.1-Untereinheiten in Kombination mit dem
Chloridkanal CFTR, der ebenfalls ein Protein der ABC-Superfamilie ist, gebildet (Ho,
1998). Die Eigenschaften nativer Karp-Kanile unterscheiden sich aber dennoch von denen
der rekombinanten Kanidle. So liegt z.B. die ATP-Sensitivitit der rekombinanten
SURI1/Kir6.2-Kanile im zellfreien System mit ca. 10 uM in einer GroBenordnung, die eine
Offnung der Kurp-Kanile unter physiologischen Bedingungen ([ATP]i: 3-5mM) nie
ermdglichen wiirde. Tatsdchlich findet sich in der intakten -Zelle ein ICso-Wert fiir ATP
von ca. 1 mM (Ashroft, 1998). Intrazelluldre Faktoren, wie z.B. pH-Wert, Proteinkinasen
oder auch Phosphoinositolphosphate konnen die K4rp-Kanal Eigenschaften wahrscheinlich
entscheidend modulieren (Quayle et al., 1997; Baukowitz et al., 1998, Ashcroft und
Gribble, 1998).

Die Funktion der ATP-sensitiven Kaliumkanile ist am besten fiir die B-Zellen des
Pankreas verstanden: Das Ansteigen des Blutglukose- und damit des cytosolischen ATP-
Spiegels bewirkt das SchlieBen der pankreatischen Karp-Kanile. Dies fiihrt zur
Depolarisation und damit zu erhohter elektrischer Aktivitit der B-Zellen, wodurch unter
anderem die Offnung von spannungsregulierten Kalziumkanilen vermittelt wird. Die in
Folge erhohte intrazellulire Konzentration an freiem Kalzium fordert direkt die
exozytotische Freisetzung von Insulin in den Blutkreislauf. Aus diesem Grunde werden
Karp-Kanalblocker zur Diabetes-Therapie und Karp-Kanaloffner entsprechend zur
Therapie von hyperinsuldmischen Krankheitsbildern eingesetzt (Ashcroft, 1996).
Mutationen in den SURI-NBDs konnten sowohl in Patienten mit TyplI-Diabetes als auch
mit PHHI (persistant hyperinsulemic hypoglycemia of infancy) identifiziert werden (Inoue
et al., 1996; Thomas et al., 1995).

Die Aktivierung von Kjarp-Kandlen im Herzen scheint Herzrhythmusstérungen
entgegenzuwirken sowie eine protektive Rolle bei ischdmischen Prozessen zu besitzen.
Offnung von Karp-Kanidlen des glatten GefaBmuskels bewirkt Relaxation und wirkt so
einem Bluthochdruck entgegen. Auch hier werden Karp-Kanaloffner therapeutisch
eingesetzt (Lawson, 1996; Lopez et al., 1996; Quayle et al. 1997). Die Funktion der Kap-
Kanile des Gehirns ist, genau wie ithre Struktur, noch weitestgehend ungeklért. Es wird

angenommen, dal eine Aktivierung von Krp-Kanélen in metabolischen StreBsituationen
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(z.B. Ischidmie, O,-Mangel) ebenfalls fiir Neuronen einen protektiven Effekt besitzt

(Ashcroft und Ashcroft, 1990).

1.4.1.2.2 Physiologie nativer neuronaler K,rp-Kanile

ATP-sensitive  Leitfdhigkeiten wurden fiir unterschiedlichste Neuronentypen
beschrieben, wie z.B. ventromediale Hypothalamusneuronen, noradrenerge Neuronen des
Locus Coeruleus, CAl-Neuronen des Hippocampus, dorsale Vagusneuronen, striatale
Interneuronen, sowie GABAerge und dopaminerge Neuronen der Substantia nigra
(Ashford et al., 1990; Finta et al., 1993; Fujimura et al., 1997; Karschin et al., 1998; Lee et
al., 1998; Schwanstecher und Panten, 1993; Roper und Ashcroft, 1995). In den meisten
Studien  wurden lediglich  qualitative  metabolische und pharmakologische
Charakterisierungen der jeweiligen ATP-sensitiven Kaliumleitfdhigkeiten durchgefiihrt.
Dennoch wird deutlich, daB die Karp-Kandle in unterschiedlichen Neuronentypen
heterogene pharmakologische und metabolische Eigenschaften aufweisen. [*H]-
Sulfonylurea-(SU)-Bindungsstudien liefern zudem Hinweise auf das Vorhandensein von
sowohl hoch- als auch niederaffinen Sulfonylharnstoff-Bindungsstellen in vielen
Hirnregionen (Zini et al., 1991). Ob die unterschiedlichen SU-Affinitdten direkt durch die
Expression der unterschiedlichen SUR-Isoformen vermittelt werden, ist nicht geklart. Die
hochste Dichte an SU-Bindungsstellen wurde in der Substantia nigra identifiziert (Hicks et
al., 1994; Dunn-Meynell et al., 1997; Levin und Dunn-Meynell; 1997). Hochaffine SU-
Bindungsstellen werden demnach hauptsédchlich auf striatonigralen Terminalen und
SNpr Neuronen exprimiert, niederaffine Bindungsstellen dagegen vornehmlich auf
Zellkoérpern von dopaminergen SN Neuronen. Die Anzahl der SU-Bindungsstellen in der
SN nimmt in den ersten Tagen nach der Geburt stetig zu und erreicht bei Ratten nach ca.
zwei bis drei Wochen die Werte adulter Tiere (Miller et al., 1991; Xia et al., 1993).

Elektrophysiologisch sind Karp-Kanile in der SN sowohl pri- als auch postsynaptisch
beschrieben. Es wird angenommen, dal priasynaptische Karp-Kanéle auf striatonigralen
Terminalen die Ausschiittung des inhibitorisch wirkenden Transmitters GABA modulieren
(Watts et al., 1995; Stanford und Lacey, 1996; Ye et al., 1997).

Schon 1990 konnten erstmals in elektrophysiologischen  Untersuchungen
postsynaptische ATP-sensitive Kaliumleitfahigkeiten in dopaminergen SN Neuronen von
Meerschweinchen nachgewiesen werden. Als Antwort auf metabolischen Stref3
(Glukosemangel oder Mangel an intrazellulirem ATP) wurde Hyperpolarisation und

Verlust der neuronalen Spontanaktivitit beobachtet (Roper et al., 1990a,b). Ahnliche
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Effekte konnten auch nach Induktion von Anoxie oder Hypoxie beobachtet werden
(Murphy und Greenfield, 1991; Mercuri et al., 1994; Guatteo et al., 1998). Ebenso konnte
durch ATP-Auswaschen, Rotenoninkubation sowie hohe intrazellulire
Natriumkonzentration ein sulfonylharnstoffsensitiver Kaliumstrom in dopaminergen
SN Neuronen der Ratte induziert werden (Hausser et al., 1991; Roper und Ashcroft, 1995;
Stanford und Lacey, 1995, Seutin et al., 1996). Im Vergleich zu den zahlreichen Hinweisen
fiir eine Karp-Kanal Aktivierung in dopaminergen SN Neuronen durch metabolischen
Stre sind die beschriebenen Effekte der Karp-Kanaloffner auf diese Neuronen nicht
eindeutig (Hausser et al., 1991; Watts et al., 1995; Stanford und Lacey, 1995). Dagegen
entspricht die Pharmakologie der Katp-Kanile in der SNpr anscheinend der des B-Zell
Karp-Kanals (Schwanstecher und Panten, 1993; Stanford und Lacey, 1996).

Die molekularen Grundlagen neuronaler K,pp-Kanile waren dagegen zu Beginn dieser

Arbeit noch vollig ungeklart.

1.5 Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekulare Komposition neuronaler Kartp-
Kanéle aufzukldren. Ein Schwerpunkt lag in der kombinierten elektrophysiologischen und
molekularbiologischen = Untersuchung einzelner Substantia nigra Neuronen in
Mittelhirnschnitten der Maus. Zu diesem Zweck war es notwendig, die Einzelzell-RT-PCR
Technik im Labor zu etablieren. Ein weiterer Schwerpunkt lag in der Charakterisierung der
dopaminergen SN Neuronen in der weaver-Maus, die ein Tiermodell fiir die der Parkinson-
Krankheit zugrundeliegende selektive Neurodegeneration darstellt. So sollten im Rahmen

dieser Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

e Kann der molekularbiologisch definierte Phénotyp einzelner SN Neuronen mit einem
spezifischen elektrophysiologischen Verhalten korreliert werden?

e Welche Karp-Kanal Untereinheiten werden in den verschiedenen molekularen
Phanotypen von SN Neuronen exprimiert?

e [st das Expressionsmuster von Kap-Kanal Untereinheiten einzelner SN Neuronen mit
thren metabolischen und pharmakologischen Eigenschaften korreliert?

e Wodurch zeichnet sich der -elektrophysiologische Phénotyp der dopaminergen
Neuronen in der weaver-Maus aus?

e Findet sich in den iiberlebenden dopaminergen weaver Neuronen ein spezifisches

Einzelzell-Expressionsmuster von Girk- oder Katp-Kanélen?
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Versuchstiere

Fiir die elektrophysiologischen und molekularbiologischen Untersuchungen wurden
Maiuse im Alter von 12 bis 16 Tagen ausgewihlt. Innerhalb der Ordnung Rodentia gehort
die Maus (Mus musculus) der Familie der Muridae an. Die Charakterisierung der
Substantia nigra Neuronen wurde an Miusen des Stamms C57Bl/6] durchgefiihrt. Die
Charakterisierung der SN Neuronen in weaver-Mausen wurde an Tieren des Hybridstamms
B6CBACa-A"'/A (Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA) durchgefithrt. Die Miuse
wurden in der UKE-eigenen Tierhaltung geziichtet. Zur Zucht der homozygoten weaver-
Maiuse wurden heterozygot betroffene Tiere miteinander verpaart, da die homozygoten
weaver-Ménnchen aufgrund einer massiv gestorten Spermatogenese steril sind und auch

die homozygoten Weibchen eine deutlich reduzierte Fertilitidt aufweisen.

2.1.2 Chemikalien und Gerite

Die verwendeten Chemikalien und Gerite sowie ihre Bezugsquellen sind jeweils unter
den einzelnen Methoden aufgefiihrt. Chemikalien ohne einen entsprechenden Vermerk
wurden von Sigma (Deisenhofen, D) bezogen. Standardgerdtschaften sowie Einweg-

Verbrauchsmaterialien werden nicht gesondert aufgefiihrt.

2.1.3 Losungen
2.1.3.1  Losungen Molekularbiologie

Ampicillin-Losung: 0,1 g/ml Ampicillin in H,O

DEPC: 0,1% Diethylpyrokarbonat in aqua dest.

MOPS (10x): 0,2 M MOPS, 50 mM NaAc, 10 mM EDTA, pH 7,0
TAE-Puffer: 40 mM Tris, 10 mM Essigsdaure, 1 mM EDTA, pH 7,5
TE: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

LB-Agar: 15 g Bacto-Agar auf 1 | LB-Medium, autoklaviert
LB-Medium: 10 g/l NaCl, 10 g/l Caseinhydrosylat, 5 g/l Hefeextrakt,

pH 7,4 (NaOH), autoklaviert
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2.1.3.2 Losungen Elektrophysiologie

ACFS: 125 mM NaCl, 25 mM NaHCO;3, 2,5 mM KCI, 1,25 mM NaH,POy,,
2mM CaCl,, 2mM MgCl,, 25 mM Glucose, pH 7,4 mit 95%
0,/5% CO,

Applikations-Lsg.: 145 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM HEPES, 2 mM CaCl,, 2 mM
MgCl,, 25 mM Glucose, pH 7,4 mit 1 N NaOH

Diazoxid-Stock: 100 mM Diazoxid in 1 N NaOH

GTPyS-Stock: 100 mM GTPYS in aqua dest.

Pipetten-Lsg., intern: 120 mM K-Gluconat, 20 mM KCI, 10 mM HEPES, 10 mM EGTA,
2 mM MgCly; + 5 mM Na,ATP, pH 7,3

Rotenon-Stock: 100 mM Rotenon in DMSO

Pinacidil-Stock: 100 mM Pinacidil in DMSO

QX314-Stock: 100 mM QX314 in aqua dest.

scPCR-Lsg.: 140 mM KCI, 5 mM HEPES, 5 mM EGTA, 3 mM MgCI2, pH 7,3

Tolbutamid-Stock: 100 mM Tolbutamid in DMSO

2.1.3.3  Losungen Immuncytochemie

Blocklosung: 10% Serum (je nach Zweitantikorper), 0,2% BSA in PBS
Carrierlosung: 1% Serum (je nach Zweitantikorper), 0,2% BSA in PBS
DAB-Losung (10x): 5% DAB in aqua dest.

PBS: 154 mM NacCl, 2,7 mM Na,HPOy, 1.5 mM KH,PO4

Perfusionsslosung: 4% Paraformaldehyd in PBS
Vorspiillosung: 0,9% NaCl, 2% Dextran, 0,01% Heparin

2.1.4 Enzyme / Antikorper / dNTPs

Anti-TH-AK: Boehriger Mannheim, D
Bio-Anti-Maus-AK: Camon, Wiesbaden, D
dNTP-Mix: DNA-Polymerization-Mix, Pharmacia Biotech, Freiburg, D

Restriktionsenzyme: MBI-Fermentas, St. Leon-Roth, D
Superscript “1I: Gibco BRL, Eggenstein, D
T4-DNA-Ligase: Boehringer Mannheim, D
Tag-Polymerase: Gibco BRL, Eggenstein, D
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2.1.5 Oligonukleotide

Alle PCR-Oligonukleotid-Primer wurden von Amersham Pharmacia Biotech, (UK)
entsalzt und lyophylisiert bezogen und in sterilem TE-Puffer in einer Konzentration von
100 pmol/ul aufgenommen. Forward- und Reverse-Primer fiir eine spezifische PCR-
Reaktion wurden im Verhiltnis 1:1 gemischt. Diese Primerldsungen (50 pmol/ul je
Primer) wurden in 50 pl Aliquots bei -20°C aufbewahrt (Oligonukleotid-Sequenzen siehe
Tabelle 2.1). Der Random-Hexamer-Primer wurde von Boehringer Mannheim, D bezogen;

der DNA-Léngenmarker (100 bp-Leiter) von MBI-Fermentas, St. Leon-Roth, D.

2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Durch Messung des Extinktionskoeffizienten bei 260nm mit Hilfe eines
Spektralphotometers (GeneQuant, Pharmacia Biotech, Freiburg, D) kann die
Konzentration von Nukleinsduren bestimmt werden. Ein gemessener Absorptionswert von
1 bei 1 cm Schichtdicke entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstringiger
DNA, 33 pg/ml einzelstringiger DNA oder 40 pg/ml RNA. Messungen bei 280 nm geben
diec Konzentration von Proteinen und Phenolresten an. Der Quotient der
Absorptionskoeffizienten bei 260nm und 280nm gibt die Reinheit einer
Nukleinsdurelosung an. Sehr reine DNA-L&sungen haben einen Quotienten von 1,8-1,95;

bei sehr reinen RNA-Ldsungen liegt der Wert zwischen 1,9 und 2,0.

2.2.2 Gelelektrophoresen von Nukleinsauren
2221 Auftrennung von DNA

Zur Analyse von PCR-Reaktionen und Restriktionsspaltungen wurden die DNA-Proben
in horizontalen 0,8% bis 2%igen TAE-Agarosegelen in 1x TAE-Pufer elektrophoretisch
aufgetrennt. Der DNA wurde vor dem Auftragen 1/5 Volumen eines 5x DNA-
Probenpuffers (5x TAE, 0,2% Bromphenolblau, 0,2% Xylenxyanol) zugesetzt. Als DNA-
Langenmarker wurde eine 100 bp-Leiter verwendet. Zur visuellen Detektion unter UV-
Licht (Transilluminator) enthielt sowohl der TAE-Laufpuffer als auch das Agarosegel
jeweils 0,6 pg/ul Ethidiumbromid. Die angelegte Spannung variierte zwischen 80 und 130
Volt. Die Trenndauer betrug 30 bis 90 min (Sambrook et al., 1989).
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2.2.2.2 Auftrennung von RNA

Zur Analyse der Gilite von RNA-Priparationen wurde die RNA in horizontalen 1%igen
Formaldehyd-Agarosegelen in 1x MOPS-Puffer aufgetrennt (Bonini und Hoffmann, 1991).
Nach Abkiihlung der Agarose auf 50°C wurde das Formaldehyd in einer Endkonzentration
von 2% zugegeben. Zur Inaktivierung von RNAsen wurden vor dem GieB3en die Geltrager
und die Elektrophoresekammern mit 0,1% SDS gespiilt. Die RNA wurde bei einer
Spannung von 80 Volt fiir 2 h aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel in einem
Ethidiumbromidbad gefarbt und unter UV-Licht ausgewertet. Nur wenn auch im
hochmolekularen Bereich (iiber 1000 bp) undegradierte RNA zu detektieren war, wurde
die RNA-Prépararion zur cDNA-Synthese eingesetzt.

2.2.3 Aufreinigung von Nukleinsiuren
2.2.3.1 Phenol/Chloroform-Aufreinigung von DNA

Zur Entfernung von Proteinen aus einer wiBrigen Nukleinsdurelosung wurde diese mit
dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform (1:1), geséttigt mit TE, versetzt, 1 min auf dem
Vortex gemischt und 3 min in der Eppendorf-Tischzentrifuge (Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg, D) bei maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Die obere wéilrige Phase

wurde vorsichtig in ein frisches Reaktionsgefal3 tiberfiihrt (Sambrook et al., 1989).

2.2.3.2  Natriumacetatfillung

Nukleinsdure-Losung wurde zur Abtrennung von Salzen und Proteinen mit 1/10
Volumen Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 2,5 Volumen 96%igen Ethanol oder 0,7
Volumen Isopropanol versetzt. Nach 20 min Zentrifugation bei 4°C und 14.000 rpm
wurden die Pellets mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen, dann getrocknet und in dem
gewiinschten Volumen frisch autoklavierten DEPC-behandeltem Wassers oder TE-Puffers

aufgenommen (Sambrook et al., 1989).

2.23.3  PCR-Produktaufreinigung

Zur Abtrennung von Salzen, Proteinen und kurzkettigen Nukleinsduren (Primer)
wurden die PCR-Amplifikate mittels Sdulen liber das Quiaquick PCR-Purification-Kit
(Quiagen, Hilden, D) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Zur Elution der DNA von
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der Sdule wurden 30-50 pl aqua dest. verwendet. Die aufgereinigten DNA-Fragmente

wurden in Losung bei 4°C aufbewahrt oder direkt zur Sequenzierung eingesetzt.

2.2.4 genomische DNA-Isolierung aus Mausschwanz-Biopsien

Zur Analyse des Genotyps der weaver-Mause wurde ein ca. 0,5 cm langes Stiick der
Schwanzspitze des zu untersuchenden Tieres unter Athernarkose amputiert und bei -70°C
schockgefroren. Die nach der Amputation auftretende Blutung wurde mit Gewebekleber
gestillt. Zur Bestimmung des Genotyps fiir die immuncytochemische Analyse wurde eine
entsprechende Gewebeprobe nach Betdubung, aber vor Perfusion des Versuchstiers
gewonnen. Fiir elektrophysiologische Untersuchung wurde die Gewebeprobe zur
Genotypisierung nach Dekapitierung genommen. Das Gewebe wurde bis zur Extraktion
der DNA bei —70°C aufbewahrt. Die DNA wurde mit Hilfe des Easy-DNA™ Kits
(Invitrogen, San Diego, USA) nach Vorschrift des Herstellers aus den Schwanzproben
isoliert, geféllt und in 50 pl aqua dest. aufgenommen. Nach Zusatz von 2 pg RNase
wurden die Proben fiir 30 min bei 37°C zum Abbau der RNA inkubiert. Zur besseren
Losung der gefillten genomischen DNA wurde noch weitere 90 min bei 37°C und dann

tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.5 poly(A)-RNA-Isolierung aus Gewebe

Um RNase-Kontaminationen zu vermeiden, sind Arbeiten mit RNA immer mit frisch
autoklaviertem, oder tiiber Nacht bei 220°C erhitzten Arbeitsmaterial und DEPC-
behandeltem Wasser durchzufiihren. poly(A)’-RNA wurde aus kleinen Gewebemengen
direkt iiber Oligo-dT-Zellulose und Mikrofiltern mit dem Mikro-FastTrack™ Kit nach
Angaben des Herstellers (Invitrogen, San Diego, USA) prapariert. Zum AufschluB3 des
Gewebes wurde dieses in fliissigem Stickstoff mit Hilfe eines Morsers zerkleinert, sofort in
1 ml Lysis-Puffer iiberfiihrt und flir mindestens 45 min bei 45°C unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Die mRNA wurde mit Natriumacetat (gemdf3 2.2.3.2) gefdllt und in 10-50 pl
DEPC-behandeltem H,O gelost. Die RNA-Konzentration und die Reinheit der Préparation
wurde photometrisch (gemal 2.2.1) bestimmt; die Giite der RNA wurde durch Analyse
eines Aliquots im RNA-Gel (gemél 2.2.2.2) kontrolliert. Die mRNA wurde dann in 0.5-
1 png Aliquots in Losung bei -70°C autbewahrt.
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2.2.6 Synthese des cDNA-Erststrangs

Die Synthese von cDNA wurde mit ca. 500 ng poly(A)"-RNA in einem Gesamtvolumen
von 10 pl 1x RT-Puffer (75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 50 mM Tris-HCl, pH 8,3) mit
Random-Hexamer-Primern fiir 1-2 h bei 37°C durchgefiihrt. Im Reaktionsansatz befanden
sich 5 uM Random-Hexamer-Primer, 10 mM DTT, 0,5mM jedes dNTPs, 20U
Ribonuklease-Inhibitor (RNAsin; Promega, Madison, USA) und 100 U Superscript I
Reverse Transkriptase. Die Erststrang-cDNA-Losung wurde bei -70°C gelagert und direkt
ohne RNA-Hydrolyse oder cDNA-Zweitstrangsynthese zur PCR-Amplifikation eingesetzt.

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur selektiven in vitro Anreicherung
von DNA-Fragmenten mit Hilfe von thermostabilen DNA-Polymerasen. Diese ergidnzen
einen DNA-Einzelstrang zum Doppelstrang, wenn ihnen ein kurzer doppelstringiger
Bereich als  Startpunkt zur Verfligung steht. Durch  Wiederholen einer
temperaturabhéngigen Reaktionsfolge von DNA-Denaturierung, Primeranlagerung und

DNA-Doppelstrang-Synthese kommt es zur exponentiellen Vermehrung der Zielsequenz.

2.2.7.1 Standard PCR-Protokoll

Eine Standard PCR-Reaktion wurde in einem Volumen von 100 pl mit jeweils 100
pmol des jeweiligen Forward- und Reverse-Primers und 2.5 U Tag-Polymerase in einer
wélrigen Losung aus 0,2 mM jedes dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 20 mM Tris-HCI
(pH 8.4) in einem TC480C PCR-Gerit (Perkin Elmer, Uberlingen, D) durchgefiihrt (Saiki
et al., 1988). Die gewihlten Temperaturen und Zeiten fiir die jeweiligen
Amplifikationsschritte, sowie die Anzahl der PCR-Zyklen hédngen dabei von der
spezifischen Anlagerungstemperatur der Primer sowie von der Menge des DNA-Templates
und der PCR-Produktléinge ab und miissen in der Regel fiir jedes PCR-Reaktionsgemisch
empirisch optimiert werden.

Die PCR-Reaktion wurde als Hot-Start durchgefiihrt. Das bedeutet, daBB die 7Tag-
Polymerase und auch die Primer dem Reaktionsansatz erst bei Temperaturen um 94°C
hinzugegeben wurden. Durch dieses Verfahren werden unerwiinschte Nebenprodukte

durch unspezifische PCR-Amplifikationen minimiert (Chou et al., 1992).
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2.2.7.2 Multiplex-PCR-Protokoll

Zur simultanen Amplifikation von mehreren DNA-Fragmenten wurden alle
entsprechenden Primer in einen 100 pl PCR-Reaktionsansatz gegeben. In Abweichung von
dem Standard-PCR-Protokoll wurde die MgCI2-Konzentration auf 1,8 mM erhdht. Nach 3
min Inkubation bei 94°C wurden 35 PCR-Zyklen mit folgenden Parametern durchgefiihrt:
94°C fiir 30 s, 58°C fiir 1 min, 72°C fiir 3 min. Der finale DNA-Syntheseschritt bei 72°C

betrug 8 min.

2.2.7.3 Nested-PCR-Protokoll

Im Anschlul an eine Multiplex-PCR wurden die simultan amplifizierten Fragmente
noch einmal in getrennten PCR-Reaktionen unter Standardbedingungen (2.2.7.1)
amplifiziert. Dazu wurden fiir jedes PCR-Fragment neue sogenannte nested-Primer
gewihlt, deren Sequenz innerhalb des in der multiplex-PCR amplifizierten Bereichs lag.
Die Parameter der PCR entsprachen denen unter 2.2.7.2. Die nested-PCR wurde aber nicht
als Hot-Start durchgefiihrt, und es wurde nur eine Minute pro PCR-Zyklus bei 72°C
inkubiert.

2.2.74 PCR-Protokoll zur Amplifikation von genomischer DNA

PCR-Amplifikationen aus genomischen DNA-Proben zur Genotypisierung der Méause
des weaver-Hybridstamms wurden unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Als Template
wurden 3 pl einer Mausschwanz-DNA Préparation (sieche 2.2.4) eingesetzt. Die PCR-
Parameter entsprachen denen der Multiplex-PCR (2.2.7.2). Es wurden 30 PCR-Zyklen mit
Girk2-Exon5-spezifischen Primern bei einer Anlagerungstemperatur von 64°C
durchgefiihrt. Nach Uberpriifung der erfolgreichen Amplifikation im 1%igem Agarosegel
(siehe 2.2.2.1) und Aufreinigung der PCR-Proben gemif 1.2.3.3 wurden diese direkt mit
dem Forward-PCR-Primer sequenziert (siche 2.2.10).
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2.2.7.5 Auswahl der Primersequenzen fiir die PCR-Reaktionen

Um eine moglichst spezifische Amplifikation der Zielsequenz in der PCR zu
gewdhrleisten, miissen die Primer lang genug sein, um bei einer hinreichend hohen
Anlagerungstemperatur selektiv mit der Zielsequenz zu hybridisieren. Besonders fiir die
multiplex-PCR ist es von entscheidender Wichtigkeit, daB die Primerpaare eine
Amplifikation ihrer jeweiligen Zielsequenz mit anndhernd gleicher Effizienz ermdglichen.
Dies kann dadurch gewéhrleistet werden, dal3 die Primer mdglichst alle die gleiche Linge
und den gleichen GC-Gehalt und somit eine dhnliche Anlagerungstemperatur besitzen
(Chamberlain and Chamberlain, 1994). Um gleichzeitig interne Schleifenbildung oder
Dimerisierung der Primer zu vermeiden, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Primer
alle mit Hilfe eines Computerprogramms aus dem Internet ausgewéhlt (Primerselection-
xprimer; http//:alces.med.umn.edu/rawprimer). Die zur Primerwahl benétigten cDNA-
Sequenzen der jeweiligen Gene wurden entsprechenden Datenbanken entnommen
(genebank; http:\\www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez; Accession-Nummer siche Tab. 2.1). Als
Parameter fiir die Primerauswahl wurde in der Regel eine Lange von 20 bp, ein GC-Gehalt
von 50% und eine Anlagerungstemperatur von 59-60°C vorgegeben. Simultane Kontrolle
der Primersequenzen durch die Humane Repeat-Datenbank BX3R vermied eine
Primerwahl aus repetitiven DNA-Regionen. Durch computergestiitzten
Homologievergleich der gewdhlten Primersequenzen mit entsprechenden cDNA-
Datenbanken  (Blast;  http:\\www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) ~ wurden  unspezifische
Hybridisierungen weitgehend ausgeschlossen.

Fiir die multiplex-PCR wurden Forward- und Reverse-Primer jeweils so gewéhlt, dal
alle PCR-Amplifikate anndhernd eine Lange von ca. 1000 bp hatten. Fiir die nested-PCR-
Reaktionen wurden jeweils um ca. 100 bp unterschiedliche Amplifikatlingen gewihlt, so
daBl eine Identifikation der jeweiligen Fragmente anhand ihrer unterschiedlichen
elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit im Agarosegel erleichtert wurde. Da die
Maussequenz der SURI1-cDNA noch nicht verdffentlicht ist, wurde mit geeigneten
Rattenprimern unter niedrigstringenten Bedingungen ein SURI-Fragment aus Maus
Mittelhirn-cDNA amplifiziert, gemél 2.2.9 subkloniert und sequenziert (siche 2.2.10). Aus
der Nukleotidsequenz des Maus-SURI1-Teilklons wurden dann geeignete SURI-Primer
gewdhlt. Auf gleichem Wege wurden die Sequenzen der SUR2-Primer erhalten, da die
entsprechenden Maus-cDNA-Sequenzen der zwei Splicevarianten SUR2A und SUR2B

erst nach Etablierung des vorliegenden multiplex-PCR-Protokolls verdffentlicht wurden
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(Isomoto et al., 1996b). Tabelle 2.1 gibt einen Uberblick iiber alle im Rahmen dieser

Arbeit als PCR-Primer verwendeten Oligonukleotide.

cDNA Accession | Name Nukleotid-Sequenz Lage | Fragment
Nummer [bp] | Grofie [bp]
Calbindin M21531 F-6 CGCACTCTCAAACTAGCCG 87 891
D-pgi R-7 CAGCCTACTTCTTTATAGCGCA 977
Calbindin -"- F-15 GAGATCTGGCTTCATTTCGAC 167 440
D-pgx R-3 AGTTCCAGCTTTCCGTCATTA 606
GADy; 749976 F-21 TGACATCGACTGCCAATACC 731 1105
R-12 GGGTTAGAGATGACCATCCG 1835
GADg,; -~ F-22 CATATGAAATTGCACCCGTG 761 702
R-17 CGGTGTCATAGGAGACGTCA 1462
Girkl D45022 F-5 AGACCAGTCGCTACCTTTCG 233 897
R-10 TCCTGCTCTTTCACGCTGTA 1130
Girk1 -"- F-6 GACCCTGATGTTTAGCGAGC 621 316
R-2 TGACGACAACCTCGAACTGT 937
Girk2 U11859 F-3 CCTACCGATACCTGACGGAC 711 870
R-25 GGGTGCTGGTCTCATAGGTC 1580
Girk2 -~ F-26 TACATCCGGGGAGATATGGA 839 693
R-7 GAACCCGTCTTCCATCGTTA 1531
Girk2 -"- F-4 AGACAGAAACCACCATCGGT 936 595
R-7 GAACCCGTCTTCCATCGTTA 1531
Girk2-Exon5 -~ F-1 | AGGAAAATCCAGAGGTACGTGTGGT | 644 721
R-40 TCCCAGAAGGGACTCTGTTGGTTA 1365
Girk3 U11860 F-4 TCACTTGGCTCTTCTTCGGT 516 774
R-25 GTAGAGATGGGCATCAAGGC 1357
Girk3 -"- F-5 ATGTTCGTCAAGATCTCGCA 776 412
R-6 CATCCACCAGGTACGAGCTT 1196
Girk4 U33631 F-1 GTGTTGAAAACCTTAGCGGC 386 827
R-13 CACCCTCTTCATCCTTCTCG 1213
Girk4 - F-2 CCTTGAACCAGACCGACATT 752 257
R-9 GAACTGGTGTGAATCGGTGA 1009
GFAP K01347 F-2 AGAACAACCTGGCTGCGTAT 407 807
R-11 CTCACATCACCACGTCCTTG 1213
GFAP -~ F-12 AGAAAGGTTGAATCGCTGGA 472 517
R-7 CCAGGGCTAGCTTAACGTTG 988
Kir6.1 D88159 F-1 GTCTTCTAGGAGGACGCGTG 126 916
R-1 TATCATACAGGGGGCTACGC 1041
Kir6.1 -~ F-3 GCACACAAGAACATCCGAGA 339 448
R-14 GGCTGAAAATCAGCGTCTCT 786
Kir6.2 D50581 F-3 AAGAAAGGCAACTGCAACGT 243 824
R-5 CCCCATAGAATCTCGTCAGC 1066
Kir6.2 -~ F-9 GCTGCATCTTCATGAAAACG 625 298
R-7 TTGGAGTCGATGACGTGGTA 922
SURI 140624 F-8 GTGAGTTCCTGTCCAGTGCA 2091 532
(Ratte!) R-4 GTGATGTTCTCCTCCACCGT 2622
SURI -~ F-6 TCAAGGTTGTGAACCGCA 2186 401
R-6 GGTTTCTGAGATGCGTAGGC 2586
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SUR2 D86038 | F-3 GAGACGGAAGACATTGCCAT 2148 655
R-5 CTATGATCCAGTCAGCGTGC 2802

SUR2 S| LT GGAGACCAAACTGAAATCGG 2550 215
R-18 TGCGTCACAAGAACAACCG 2764

SUR2A/B | D86038/ | F-7N TGGTCGACATATTTGACGGA 4237 | 839/663
D86039 | R-12 CTCCACACAGAAATCCGTCA 5076
/4900

SUR2A/B - | F4N CTTAGATGCCACTGTCACC 4463 | 513/337
R-86 ACATGTCTGCACGGACAAAC 4976
/4800

TH M69200 | F-1 CACCTGGAGTACTTTGTGCG 387 1139
RIS CCTGTGGGTGGTACCCTATG 1525

TH F-3 TGCACACAGTACATCCGTCA 936 377
R-2 TCTGACACGAAGTACACCGG 1312

Tab. 2.1: PCR-Primer: Sequenzen, Lokalisationen und AmplifikatgroRe

Aufgelistet sind fiir jeweils ein PCR-Primerpaar aus Forward- und Reverse-Primer (F- bzw. R-) die Datenbank-
Accession Nummer der zugrundeliegenden cDNA-Sequenz, die Oligonukleotid-Sequenzen (angegeben in 5'-
3’-Richtung), die Lokalisation der Hybridisierung mit der cDONA-Sequenz sowie die GroRe des aus der PCR-
Amplifikation resultierenden Fragments.

2.2.8 Durchfiihrung eines Einzelzell-RT-PCR-Experiments

Nach Beendigung der elektrophysiologischen Messung (siche 2.3.4) wurde das
Zytoplasma der Zelle vorsichtig unter visuelle Kontrolle durch Anlegen eines Unterdrucks
in die MeBpipette eingesaugt. Um Kontaminationen durch Aufsaugen von
Extrazellulirmaterial zu vermeiden, mufite der Seal wéhrend dieses Vorgangs stabil
bleiben. Sofort im Anschlu3 wurde der gesamte Pipetteninhalt (ca. 6 pl) kontrolliert in ein
PCR-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt, in dem sich bereits alle Komponenten fiir die reverse
Transkription befanden. Nach Zugabe von je 0,5 ul RNasin und Superscript' " II wurde die
cDNA-Synthese, wie unter 2.2.6 beschrieben, durchgefiihrt. Als Reaktionspuffer diente
nicht der 1x RT-Puffer, sondern die scPCR-Pipettenldsung (Monyer und Jonas, 1995).
Anschliefend wurde der gesamte cDNA-Ansatz als Template fiir die erste multiplex-PCR
gemal 2.2.7.2 eingesetzt. Im Anschlufl daran wurden die entsprechenden nested-PCR-
Reaktionen gemiR 2.2.7.3 mit jeweils 2,5 pl multiplex-PCR-Produkt als Template
durchgefiihrt. 15 ul der Produkte der nested-PCR-Reaktionen wurden auf ein 2%
Agarosegel aufgetragen, unter UV-Licht ausgewertet und dokumentiert (siche 2.2.2.1).

2.2.9 Klonierung von PCR-Produkten

Zur Bestimmung der Nukleotidsequenz von PCR-Fragmenten wurden diese nach

Aufreinigung in einen geeigneten Vektor kloniert und sequenziert.
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2.29.1 Ligation von Plasmidvektor und DNA

Da die Tag-Polymerase an die 3’-Enden der PCR-Fragmente jeweils noch ein
iiberhdngendes dA-Nukleotid anhédngt, konnen diese DNA-Fragmente direkt in einen
gedffneten Vektor ligiert werden, der komplementiire dT-Uberhinge aufweist.

Zur Ligation von Vektor und PCR-Fragment wurden 1 pl aufgereinigtes PCR-Produkt
(ca. 0.2 pmol) und 50 ng (0.03 pmol) des Vektors pT7Blue (Novagen, Madison, USA) in
einem 10 pul Ansatz mit 5 mM DTT, 0,5 mM ATP, 20 mM Tris-HCI, pH 7,6, 50 mM
MgCl, und 2 Weiss Units T4-DNA-Ligase bei 16°C iiber Nacht inkubiert.

2.2.9.2 Transformation

Zur Plasmidtransformation in Bakterien wurde der Ligationsansatz mit 90 pl
Hitzeschock-kompetenten FE.coli-Bakterien des Stamms XL 1 blue (Inoue et al, 1990)
gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach Erhitzen des Reaktionsansatzes fiir 2 min
auf 42°C wurde dieser weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden
anschlieBend auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C
inkubiert. Zur Vermehrung der Transformanden wurden jeweils 3 ml LB-Ampicillin-
Medium mit je einer Einzelkolonie plasmidtragender E.coli XL 1 blue Bakterien von einer
LB-Ampicillin-Platte angeimpft und iiber Nacht bei 37°C im Warmluftschiittler bei 180
rpm inkubiert.

2.2.9.3 Isolation von Plasmid-DNA aus 3 ml Bakterienkulturen

Eine Minipriparation von Plasmid-DNA aus 3 ml Ubernachtkulturen wurde nach dem
Prinzip der alkalischen Lysismethode durchgefiihrt (Birnboim und Doley, 1979; Sambrock
et al,. 1989).

Losung 1: 25 mM Tris/HCI pH 7,9; 10 mM EDTA, 50 mM Glucose
Losung 2: 0,2 M NaOH, 1% SDS
Losung 3: 3 M KAc, pH4,8

1,5 ml einer 3 ml Bakterien-Ubernachtkultur wurden in ein entsprechendes Eppendorf-
Gefal} iiberfiihrt. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation von 30 s in der Eppendorf-
Zentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit pelletiert und der Uberstand vollstindig
entfernt. AnschlieBend wurde das Pellet in 50 pul Losung 1 griindlich resuspendiert. Zur
Lyse der Zellen wurden 60 pl Losung 2 zu der Bakteriensuspension gegeben und durch

fiinfmaliges Invertieren vorsichtig gemischt, um zu verhindern, da3 die chromosomale
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Bakterien-DNA degradiert wurde. Nach Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur wurden
zur Neutralisation und Proteinfidllung 75 pl Losung 3 zum Préparationsansatz gegeben und
dieser nach fiinfmaligem Invertieren fiir weitere 5 min inkubiert. Die komplexierten
Proteine wurden anschliefend fiir 3 min bei 4°C und 2000 g pelletiert. Der die Plasmid-
DNA enthaltende Uberstand wurde in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefil iiberfiihrt
und mit 180 ul Phenol/Chloroform gemall 2.2.3.1 extrahiert, wiederum in ein frisches
Reaktionsgefd3 tiberfiihrt und mit 500 ul Ethanol (absolut) geféllt. Nach 5 min
Zentrifugation bei 4°C und 8000 g wurde das DNA-Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol

gewaschen, getrocknet und in 20 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.2.94 Restriktion von DNA

Zur Kontrolle der Plasmide auf Einbau des PCR-Fragments wurde 0,5 pul einer Plasmid-
Minipréparation mit einem entsprechend geeigneten Restriktionsenzym gespalten. Nach
Zugabe von 5 U/ul RNase und der entsprechend berechneten Menge des gewiinschten
Restriktionsenzyms wurde der Reaktionsansatz von 10-20 ul fiir 2 h bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz in einem Agarosegel gemil 2.2.2.1 aufgetrennt
und analysiert. Plasmide, aus denen Fragmente mit zu erwartender Grof3e herausgespalten

werden konnten, wurden fiir eine Sequenzierung eingesetzt.

2.2.10 Sequenzierung von PCR-Produkten

Die Sequenzanalyse von DNA erfolgte mit Hilfe der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode
nach Sanger et al. (1977). Es wurde das nicht-radioaktive ABI-PRISM-Dye-Terminator-
Cycle-Sequencing-Kit (Perkin-Elmer, Uberlingen, D) verwendet, bei dem in Abwandlung
zur urspriinglichen Methode (Smith et al., 1986) jedes der vier Didesoxynukleotid-Analoga
mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Aus diesem Grund wurde nur ein
Reaktionsansatz benotigt, der alle vier Nukleotidgemische enthielt.

PCR-Produkte wurden entweder nach Aufreinigung iiber das Quiagen-PCR-
Purifikation-Kit (gemaBl 2.2.3.3) direkt sequenziert, oder aber nach Klonierung gemif
2.2.9 aus dem TA-Vektor sequenziert. In einen 8 pul Reaktionsansatz wurden jeweils
15 pmol eines geeigneten Sequenzierprimers sowie ca. 0,5 ug einer in Wasser geldsten
DNA gegeben. Die Sequenzierreaktion und die anschlieBende Analyse der Sequenzen mit
Hilfe eines automatischen DNA-Sequenzers wurde von der Service-Abteilung des

Zentrums fiir Molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH) durchgefiihrt.
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2.3 Elektrophysiologische Methoden
2.3.1 Hirnschnitt-Priparation

12-16 Tage alte Méuse wurden in tiefer Halothannarkose (Hoechst, Frankfurt, D)
dekapitiert. Sofort wurde der Schédel gedffnet, das Gehirn herausprépariert und in eiskalte
kiinstliche Liquorfliissigkeit (ACSF) {tberfiihrt. Ein koronarer Mittelhirnblock von ca.
5 mm Dicke wurde mit Sekundenkleber auf einem Kunststoftblock fixiert. Anschlieend
wurden in eiskalter ACSF-Losung mit einem Vibratom (Camden Instruments, London,
UK) koronare Hirnschnitte in einer Dicke von 250 um geschnitten. Danach wurden die
Hirnschnitte zur metabolischen Regeneration flir mindestens 30 min bei Raumtemperatur
(20-25°C) in begaster ACSF-Losung inkubiert und zur Messung in die Badkammer des
MeBstandes {iiberfithrt. Wéahrend der Messungen wurden die Schnitte kontinuierlich mit
begaster ACSF-Losung (ca. 3 ml/min) superfundiert (Edwards et al., 1989). Fiir die
Messungen wurden diejenigen Hirnschnitte verwendet, auf denen sich die Substantia nigra
auf Hohe des rostralen interpedunkuldren und des kaudalen mamilliren Kerns befand

(Nelson et al., 1996).

2.3.2 Aufbau und Ausstattung des Meliplatzes

Die elektrophysiologischen Messungen an den Hirnschnitten wurden mittels Patch-
Clamp Technik durchgefiihrt (Neher und Sackmann, 1976). Im Unterschied zu klassischen
intrazelluldren Ableitungen mit Hilfe von zwei MefBelektroden sind mit der Patch-Clamp
Technik auch Ableitungen von wesentlich kleineren Zellen moglich. Auflerdem sind
aufgrund des hohen Abdichtwiderstandes sehr viel kleinere Strome auflosbar. Aufgrund
des geringeren Zugangswiderstandes im Voltage-Clamp im Vergleich zu Ableitungen mit
scharfen Mikroelektroden sind auch Prozesse mit schnelleren Kinetiken einer Messung
zuginglich. Da schon geringste Erschiitterungen die Patch-Clamp Messungen storen
konnen, befand sich die gesamte MeBapparatur auf einem schwingungsgedampften Tisch
(Micro—g®, TMC, Spindler&Hoyer, Géttingen, D). Zur elektrischen Abschirmung wurde

der MeBstand mit einem Fahraday schen Kéfig umgeben und geerdet.

2.3.2.1 Bildgebendes Verfahren

Zur visuellen Identifizierung der Neuronen im Hirnschnitt diente eine Newicon-

Rohrenkamera (C2400; Hamamatsu, Hamamatsu City, Japan), die sich auf einem
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aufrechtem Mikroskop (Axioskop FS, Zeiss, Oberkochen, D) befand. Zur Visualisierung
der Zellen wurde die Infrarot-Videotechnik in Kombination mit differentiellem
Interferenzkontrast nach Normarski eingesetzt (IR-DIC, Dodt und Ziegelgénsberger, 1990;
Sakmann und Stuart, 1995). Die Durchfiihrung der Patch-Clamp Experimente wurde am
Monitor beobachtet.

2.3.2.2  Applikationsverfahren

Eine kontrollierte lokale Applikation von Pharmaka erfolgte unter visueller Kontrolle
mit Hilfe einer zweiten Patchpipette (J ca. 100 um), die an einem zusitzlichen
Mikromanipulator (Luigs & Neumann, Ratingen, D) befestigt war. Die jeweiligen
Stocklosungen wurden in entsprechenden Konzentrationen zu jeweils 50 ml
Applikationslosung gegeben. Der Wechsel zwischen den Applikationslosungen erfolgte
mit Hilfe eines automatischen Applikationssystems (Automate, USA). Alternativ wurde
eine Prdinkubation des gesamten Gewebeschnitts durch Zugabe der gewiinschten
Pharmaka zu der externen ACSF-Losung durchgefiihrt (mindestens 30 min Superfusion

vor der eigentlichen Messung).

2.3.2.3 Pipetten/Pipettenhalterung

Pipetten wurden aus diinnwandigem Borosilikatglas mit Filament (GC150TF; Clark
Electromedical Instruments, Pangbourne, UK) gezogen. Das Filament erleichtert das
blasenfreie Befiillen der Pipette mit Losung. Die Pipetten wurden in zwei Schritten mit
Hilfe eines horizontalen Pipettenziehgerits (Zeitz, Miinchen, D) gezogen. Um moglichst
geringe Zugangswiderstinde zu erhalten, und um in den Einzelzell-Experimenten das
Zytoplasma moglichst einfach zu ernten, hatten die Pipetten groBe Offnungsdurchmesser
(D ca. 3 um) mit Pipettenwiderstinden zwischen 1,5 und 3 MQ. Die Parameter fiir den
Ziehvorgang wurden an jedem Experimentiertag empirisch neu ermittelt. Generell gilt: Je
groBBer die Hitze und die Zuggeschwindigkeit, desto kleiner der Durchmesser und desto
flacher die Flanken der Pipette. Fiir Einzelzell-PCR-Experimente wurde das Pipettenglas
zur Inaktivierung von RNasen iiber Nacht bei 250°C im Ofen erhitzt. Direkt vor jedem
Einzelzell Experiment wurde eine neue Pipette gezogen und das hintere Ende vor und nach
Befiillen mit RNAse freier scPCR-Losung iiber einem Bunsenbrenner abgeflammt.
Pipetten fiir die Applikation von Pharmaka (siehe 2.3.2.2) wurden aus dem gleichen Glas
hergestellt.
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Pipettenhalter und Vorverstirker waren direkt mit einem motorisierten
Mikromanipulator verbunden. Ein chlorierter Silberdraht diente als Elektrode, um
Pipettenlosung und Vorverstirker zu verbinden. Dieser wurde zu Beginn eines jeden
Versuchstags in konzentrierter Chlorbleichlauge (Natriumhypochlorid) rechloriert. Fiir
Einzelzell-PCR-Experimente wurde der Draht nach jedem Pipettenwechsel kurz in

Chlorbleichlauge und anschlieBend in RNase freien Alkohol getaucht.

2.3.3 Datenaufnahme

Zur Datenaufnahme wurde der EPC9-Patch-Clamp Verstirker (HEKA Elektronik,
Lambrecht, D) verwendet. Der Verstirker besteht aus einem Vorverstirker und einem
Hauptverstiarker. Die wichtigsten Funktionseinheiten des Vorverstirkers sind ein
Operationverstiarker (OPA, operational amplifier) und der Riickkopplungswiderstand Ry.
Die zwei Eingidnge des OPAs (+/-) besitzen quasi unendlich hohe Eingangswiderstinde
(>10"2 Q). Dies hat zur Folge, daB kein Strom iiber die Eingéinge in den OPA flie8en kann.
Der OPA ist so konstruiert, daB3 er immer diejenige Ausgangsspannung (Uy) liefert, die

zum Ausgleich einer Spannungsdifferenz an den beiden Eingidngen fiihrt.

Ry
-
Upip
Pipette \
1
EP/A 3 Vaus Strom-
’ 2 messung
Usoll

Kommando-
spannung

Abb. 2.1:  Schematisches Schaltbild eines Patch-Clamp Verstarkers

Die wichtigsten Funktionseinheiten des Vorverstarkers sind ein Operationverstarker (OPA) und der
Rickkopplungswiderstand (Ry). Die zwei Eingdnge des OPAs (+/-) besitzen quasi unendlich hohe (>1012 Q)
Eingangswiderstande. Dadurch kann kein Strom Uber die Eingénge in den OPA flieRen. Der OPA liefert immer
diejenige Ausgangsspannung (2), die proportional aber hochverstarkt zu der Spannungsdifferenz an den
beiden OPA-Eingangen ist (Usoi-Upip). Da der Ausgang Uber den Ry mit dem (-)-Eingang verbunden ist, liegt an
Rt eine Spannung an, die proportional zum Strom zwischen (1) und (2) ist. Ein entsprechender Strom flieRt in
die Pipette, bis Upip=Usor. Die Spannung an (2) wird an einem nachgeschalteten Differenzverstarker mit der
Kommandospannung (Usai) verglichen und die Differenz (Uaus) Uber den Strommonitor ausgegeben (nach
Numberger und Draguhn, 1996).
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Der Ausgang ist iiber den Riickkopplungswiderstand (Rf) mit einem der beiden
Eingidnge verbunden und liefert in Abhéngigkeit von Ry ein hoch verstirktes
Spannnungssignal Uy, daB proportional zu der Spannungsdifferenz der Eingéinge ist. Die
am OPA-Ausgang erzeugte Spannung wird an einem nachgeschalteten Differenzverstarker
mit der Soll-Spannung verglichen und die Differenz {iber den Strommonitor ausgegeben.
Bei dem verwendeten HEKA-Vorverstirker kommen je nach Verstirkungsbereich drei
unterschiedliche Ry zum Einsatz (5 MQ, 500 MQ, 50 GQ). Fiir alle im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Whole-Cell Messungen wurde der mittlere Verstdrkungsbereich
(0,5-20 nA) mit Ry =500 MQ verwendet. Abbildung 2.1 gibt das Schaltungsprinzip des
Vorverstarkers wider; dieser kann sowohl fiir Voltage-Clamp als auch fiir Current-Clamp

Messungen eingesetzt werden (Numberger und Draghun, 1996).

2.3.3.1 Voltage-Clamp Messung

Bei der Whole-Cell Ableitung im Voltage-Clamp Verfahren wird das Membranpotential
der Zelle durch ein gewdhltes Kommandopotential (Ugy) vorgegeben. An dem (+)-
Eingang des Operationsverstirkers liegt die Kommandospannung (Us,) an, an dem (-)-
Eingang (1) die Spannung an der Pipette (Uy,). Der OPA mif3t die Differenz zwischen
diesen beiden Spannungen, ohne daf3 Strom iiber die Eingéinge des OPA flief3t. Er liefert an
seinem Ausgang (2) eine Spannung (Uy), die zu dieser Differenz proportional und in
Abhiéngigkeit von Ry extrem verstirkt ist. Unterscheidet sich Uy, (1) von U (2), fliet
solange ein Strom {iiber R in die Pipette, bis die Spannungsdifferenz ausgeglichen ist. Die
Spannung, die sich dabei um Ry aufbaut, ist proportional zu dem in die Pipette flieBenden
Kompensationsstrom (Ur = Rd), so da3 der jeweilige Strom, der zur Aufrechterhaltung des
Kommandopotentials fliet, als entsprechendes Spannungssignal gemessen werden kann
(Strom-Spannungs-Wandler). Dieser Spannungswert wird iiber einen Differenzverstiker
mit der Sollspannung verglichen und die Differenz (U,,) lber den Strommonitor
ausgegeben (vgl. Abb. 2.1). Das Spannungssignal kann nach einer Kalibrierung mit dem
entsprechenden Verstiarkungsfaktor (mV/pA) direkt als Strom abgelesen werden. FlieBen
durch das Offnen von Ionenkanilen z.B. nach einem Spannungssprung groBere
Ionenstrome iiber die Membran (z.B. 1 nA) werden diese iiber die Patchpipette auch am
OPA-Fingang (1) registriert. Der Ausgang generiert nun eine zu diesem Strom
proportionale und in Abhdngigkeit von Ry verstirkte Ausgangspannung (Ur: 500 MQ x
I nA = 500mV). Unter Beriicksichtigung des am EPC-9-Verstiarker eingestellten
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Kalibrierungsfaktors (0,5 mV/pA) und U (500 mV) ist am Patchverstirker der relevante
Membranstrom ablesbar (fiir 500 mV bei 0,5 mV/pA entsprechend 1 nA).

2.3.3.2 Current-Clamp Messung

In der Current-Clamp Messung kann der Strom, der durch die Pipettenelektrode flief3t,
genau vorgegeben werden. Gemessen wird das entsprechende Potential zwischen Pipette
und Badelektrode. Die Current-Clamp Konfiguration wird zum einen dazu verwendet, den
spontanen zeitlichen Verlauf des Membranpotentials eines Neurons zu registrieren, zum
anderen, um die Potentialdinderungen eines Neurons nach Strominjektion zu verfolgen. Im
ersten Sinne arbeitet der Vorverstirker als einfacher sogenannter Spannungsfolger. Dies
wird durch eine sehr schnelle zusitzliche Riickkopplungsschleife (30 pus) bewirkt, die
zwischen Spannung an der Pipette (U,ip, (-)-OPA-Eingang), tiber differentieller OPA-
Ausgangsspannung (2) zuriick zum (+)-OPA-Eingang verlduft. Andert die Zelle ihr
Membranpotential und kommt es damit zu einer Anderung der Spannung am (-)-OPA-
Eingang, resultiert dies in einer zu Ry proportionalen Up-Anderung, welche dann auf den
(+)-OPA zuriickgeleitet wird, so daB genau diese Spannungsdifferenz am OPA
ausgeglichen wird. Diese Ausgleichsspannung ist der Spannungsénderung an der Zelle
proportional und wird {iber einen Spannungsmonitor registriert, so daBl die
Potentialverdnderungen der Zelle mit hoher zeitlicher Auflésung verfolgt werden konnen.

Mit Hilfe eines Differentialverstirkers kann iiber diese Riickkopplungsschleife ein
zusétzlicher hyperpolarisierender oder depolarisierender Strom injiziert und die
Potentialantwort der Zelle auf diesen registriert werden. Werden Strome injiziert, kommt
es zu einem Spannungsabfall an der Pipette. Diese injektionsbedingte Spannungsédnderung
kann nicht von der eigentlichen Membranpotentialinderung getrennt werden. Die
Abschitzung dieser passiven, resistiven und kapazitiven Komponenten geschieht iiber die
Einstellung  der  schnellen  Kapazititskorrektur  (vgl. 2.3.3.3) und  der

Serienwiderstandskompensation (vgl. 2.3.3.4) im sogenannten Bridge-Balance Verahren.

2.3.3.3 Kapazitatskorrektur

Die Kapazitit ist definiert als diejenige Ladungsmenge, die benétigt wird, um einen
Gegenstand mit einem elektrischen Potential zu versehen. Da es keinen idealen Ohm’schen
Widerstand ohne kapazitive Komponente gibt, geht bei jeder Spannungsénderung etwas

Zeit fiir die kapazitive Umladung von Ry verloren. Ein Strom-Spannungs-Wandler kann
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daher auf ein schnelles, fast senkrecht ansteigende Spannungssignal (von z.B.
Einzelkanalstromen) an einem Eingang nur mit einer exponentiell ansteigenden Kurve
antworten. Um auch solche schnellen Signale aufzulsen, sind in den Vorverstirker noch
zusitzliche Korrekturschaltkreise eingebaut, die diese Verluste ausgleichen und so die
Antwortzeit auf wenige Mikrosekunden herabsetzen (Sigworth, 1995).

Neben der Kapazitit des Vorverstirkers spielen die kapazitiven Eigenschaften der
Patchpipette sowie der Zellmembran selbst eine wichtige Rolle. Eine Anderung der
Kommandospannung fiihrt nicht sofort zu einer entsprechenden Anderung des
Membranpotentials, sondern zunichst werden die Kapazititen von Pipette und
Zellmembran umgeladen. Als Antwort auf den Testpuls zeigen sich schnell ansteigende
und exponentiell abfallende, sogenannte transiente Strome. Da diese kurzzeitigen
Umladestrome sehr hohe Werte annehmen konnen und so die eigentlichen MeBsignale
storen, wurden sie korrigiert, indem der zur Umladung benétigte Strom nicht mehr durch
den Vorverstirker, sondern iiber einen parallelen Schaltkreis injiziert wurde. Der EPC9-
Verstirker besitzt zwei automatische Korrekturmechanismen. Einen mit schneller
Zeitkonstante (0,5-8 us) zur Korrektur der kapazitiven Strome von Pipette und
Pipettenhalter. Der zweite mit einer langsameren Zeitkonstante (>5 ps) zur Korrektur der
Umladestrome der Zellmembran. Die spezifische Kapazitit biologischer Zellmembranen
ist mit 1 pF/ecm?® fiir alle Zellen ungefihr gleich. Deshalb ist der Wert der langsamen
Kapazitit ein direktes Mall fiir die Membranfliche und damit fir die GroBe der
untersuchten Zelle. Diese Abschitzung ist allerdings nur fiir anndhernd kugelformige
Zellen korrekt. Ebenfalls wird nur flir kugelsymmetrische Zellen das Kriterium der
Isopotentialitit erreicht. Bei verzweigten Zellen wie Neuronen werden elektrotonisch
entfernte Kompartimente wie distale Dendriten nur verzogert und unvollstindig durch

einen Spannungssprung umgeladen.

2.3.34 R-Kompensation

Unter dem Serienwiderstand (R;) versteht man denjenigen Widerstand, der in Serie
zwischen Membranwiderstand der Zelle und Verstirkereingang liegt. Der unkompensierte
R, ist bestenfalls etwa doppelt so gro3 wie der Widerstand der freien Patchpipette in der
Badlosung. Da die Zelle nur iiber Ry umgeladen werden kann, ist der Serienwiderstand fiir
den unterschiedlichen Wert des Kommandopotentials am Verstirkerausgang und dem des
Membranpotentials verantwortlich. Ein Teil des Kommandopotentials fillt in

Abhingigkeit von der Grofle der Membranstrome {iber Ry ab, so da3 Kommandopotential
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und Membranpotential nicht identisch sind. Der zeitliche Verlauf der Umladung des
Membranpotentials wird ebenfalls ma3geblich durch Ry beeinflullit. Zur Beschleunigung
des Umladens der Zellmembran und damit zur Verbesserung der Whole-Cell Ableitung
wurde der Spannungsverlust des Serienwiderstandes Ry kompensiert. Dazu wurde zur
vorgegebenen Spannung vom OPA des EPC9-Verstirkers noch ein zusitzlicher Anteil
hinzugefiigt, der proportional zum injizierten Strom ist und damit den Spannungsabfall am
Serienwiderstand der Pipette teilweise ausgleicht. Der Spannungsabfall an Ry kann aber
niemals zu 100% ausgeglichen werden, da der positive Riickkopplungsmechanismus dieser
Kompensation zu schwingen beginnt und damit zum Verlust des Seals flihren kann.

Der Spannungsfehler U des Serienwiderstandes ist direkt proportional zum Betrag der
Stromantwort und kann {iber das Ohm sche Gesetz berechnet werden:

U =RsxI
Der kinetische Fehler aufgrund der zeitlichen Verzogerung des Umladeprozesses hingt

direkt von der Zellkapazitit (C,,) und Ry ab:

T= RsXCm

Rm + Rs
Da R, >>R,, kann der Bruch in der Regel vernachlissigt werden und es ergibt sich:
T =RsXCm

Je groBer der Serienwiderstand, desto eher konnen Stromantworten mit kleinen
Zeitkonstanten (T) nicht mehr aufgelost werden (Sigworth, 1995). In der vorliegenden
Arbeit wurden Zugangswiderstinde zwischen 3 und 8 MQ erreicht, die im allgemeinen
noch um 60% kompensiert wurden. Fiir Ry > 5 MQ ergibt sich ein Spannungsfehler (U) bei
einer Stromantwort von 1 nA von weniger als 5 mV; fiir C,, ~ 50 pF konnten Ereignisse

mit Zeitkonstanten (7) ab ca. 250 ps in den Messungen unverfilscht aufgenommen werden.

2.3.3.5 P/4-Leckkorrektur

Jede Potentialdnderung fiihrt zu einem Strom, der nicht durch spannungsaktivierte
Ionenkanéle hervorgerufen wird, sondern nur durch den Ohm’schen Widerstand der
Zellmembran. Vermittelt werden diese linearen Strome groftenteils durch gedffnete
Ionenkanédle und auflerdem zu einem sehr geringen Teil auch durch die Lipidmembran
selbst. Dieser spannungsunabhingige sogenannte Leckstrom kann direkt wéhrend der
Messung von spannungsaktivierten Stromen abgezogen werden (Bezanilla und Armstrong,

1977). Es wurde dazu ein Protokoll mit jeweils vier depolarisierenden Spannungspulsen
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durchgefiihrt, die nur % der Amplitude des entsprechenden Testpulses hatten. Durch
Mittelwertbildung der Stromantworten und Multiplikation mit vier erhdlt man fiir den
jeweiligen Testpuls den Stromanteil, der durch spannungsunabhédngige Strome vermittelt
wurde. Dieser konnte in einer Leckkorrektur von der gemessenen Gesamtstromantwort

abgezogen werden.

2.3.4 Durchfiihrung der Patch-Clamp Messung
2.3.4.1  Die Cell-Attached Konfiguration

Eine mit 6 pl Intrazelluldrlosung gefiillte Pipette wurde in den Pipettenhalter gespannt
und mit Hilfe des Mikromanipulators in das Bad gefahren. Um Kontaminationen der
Pipette zu vermeiden, wurde sofort ein leichter Uberdruck angelegt (30-80 cm H,O).
Durch Anlegen einer entsprechenden Korrekturspannung wurden vorhandene Offset-
Potentiale korrigiert und so der StromfluB minimiert. Unter Offset-Potentialen versteht
man Spannungen, die an Ubergiéingen zwischen Silberdraht, Pipettenldsung, Badlsung und
Erdung entstehen. Die Pipette wurde dann an das zu untersuchende Neuron herangefiihrt,
bis das Ausstromen der Pipettenlosung an der Zelloberfliche sichtbar wurde. Durch
Aufheben des Uberdrucks und behutsames Saugen erhohte sich der Widerstand drastisch
und es kam zur Ausbildung des Gigaseals. Was genau den sehr hohen Abdichtwiderstand
von einigen Gigaohm zwischen Pipette und Zellmembran bewirkt, ist nicht bekannt. Die
Ausbildung des Seals und der Cell-Attached Konfiguration wurde anhand der Anderung
der Stromantwort auf einen Testpuls verfolgt und durch das Anlegen einer Spannung von
-60 mV unterstiitzt. Im AnschluB daran wurde die schnelle Kapazitdtskomponente

korrigiert (vgl. 2.3.3.3).

2.3.4.2 Die Whole-Cell Ableitung

Alle Messungen dieser Arbeit wurden in der Whole-Cell Konfiguration durchgefiihrt.
Diese Konfiguration wurde erreicht, indem der Membranfleck unter der Pipette durch
leichtes Saugen durchbrochen wurde. Da nach Membrandurchbruch nicht nur der Bereich
unter der Pipette sondern die gesamte Zellmembran umgeladen wurde, dnderte sich die
Stromantwort auf den Testpuls und die transienten kapazitiven Strome nahmen zu. Diese
langsamen kapazitiven Strome wurden ebenfalls korrigiert (vgl. 2.3.3.3). Im Anschlufl

wurde der Serienwiderstand in der Regel um ca. 60% kompensiert (2.3.3.4).
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2.3.4.3 MefBprotokolle
2.3.4.3.1 Current-Clamp

Zur Bestimmung des Ruhemembranpotentials sowie der Spontanaktivitit wurde das
Potential der Zelle sofort nach Etablierung der Whole-Cell Konfiguration iiber einen
Zeitraum von mindestens 30 s aufgezeichnet und die MeBwerte gemittelt.
Hyperpolarisierende Strome wurden von einem auf -35 mV gehaltenen Membranpotential
in Schritten von jeweils 10pA fiir einen Zeitraum von 2s injiziert und die

Potentialantworten registriert.

2.3.4.3.2 Voltage-Clamp

Zur Untersuchung von spannungsaktivierten Leitfdhigkeiten wurde, ausgehend von
einem Haltepotential von -80 mV, die Stromantwort des Neurons auf zunehmend
depolarisierende Spannungspulse von jeweils 10 mV fiir 200 ms aufgezeichnet. Zur
Beobachtung von Anderungen der Stromantwort bei einer konstanten Spannung iiber einen
langeren Zeitraum, z.B. wihrend der Applikation eines Pharmakons, wurde -ausgehend
von einem Haltepotential von -60 mV- alle 10 s die Stromantwort auf einen Spannungspuls
von 200 ms Linge auf -50 mV aufgezeichnet. Zur einfachen Analyse der Strom-
Spannungs-Beziehung  von  nicht-inaktivierenden  Leitfdhigkeiten = wurden  die
Stromantworten auf Spannungsrampen von -120 mV bis -40 mV bzw. 0 mV mit einer
Steigung von 8 mV/100 ms bei einem Haltepotential von -60 mV aufgezeichnet. Zur
Bestimmung des Umkehrpotentials einer Leitfahigkeit wurden Spannungsrampen vor und

nach Aktivierung bzw. Inhibierung dieser Kanalleitfdhigkeit aufgezeichnet.

2.3.5 Datenanalyse

Die Datenaufnahme erfolgte mit Hilfe des Software-Pakets Pulse+Pulsefit (HEKA
Elektronik, Lambrecht, D). Die Digitalisierungsfrequenz betrug 2-5 kHz. Da nach Nyquist
die Digitalisierungsfrequenz mindestens doppelt so hoch sein sollte, wie die hochste im
Signal vorkommende Frequenz, wurden hochfrequente Signalanteile, die in der Regel nur
dem Hintergrundrauschen entsprechen, mit Hilfe eines Tiefpal3-Besselfilters bis zu einer
Grenzfrequenz von 1 Hz eliminiert. Besselfilter schwéichen das Signal zwar schon
unterhalb der gewdhlten Grenzfrequenz etwas ab, zeigen aber keine Signalverzerrung

(Numberger und Draguhn, 1996). Zur weitergehenden Datenauswertung und Darstellung
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wurden die Softwareprogamme Igor (Wavemetrics, Michigan, USA) und SigmaPlot

(Jandel, Eukrath, D) verwendet.

2.3.5.1 Bestimmung eines Umkehrpotentials

Das Umkehrpotential eines Membranstroms wird von den relativen Leitfahigkeiten der
passierenden Ionen und von ihrem jeweiligen Gleichgewichtspotential bestimmt. Am
Umkehrpotential ist kein Nettostromflu meBbar. Ist ein Strom nur von einer lonenart
getragen, so entspricht das Umkehrpotential dem Gleichgewichtspotential des
entsprechenden Ions und kann gemiB3 der Nernst Gleichung berechnet werden (Nernst,
1888):

Eion = E X In M
zF [ion]i

mit E;y: Gleichgewichts- (Nernst-) Potential des jeweiligen lons
R: allgemeine Gaskonstante

T: absolute Temperatur in Kelvin

Z: Wertigkeit des lons

F: Fahraday-Konstante

[ion], /[ion];: Ionenkonzentration au3erhalb bzw. innerhalb der Zelle

Die im Rahmen dieser Arbeit angegebenen Umkehrpotentiale wurden empirisch aus
Stromantworten von Spannungsrampen ermittelt, indem derjenige Wert bestimmt wurde,

bei dem der untersuchte Strom seine Orientierung dnderte, also den Betrag Null hatte.

2.3.5.2  Bestimmung von Leitfihigkeiten

Die Membranleitfahigkeit g ist definiert als der reziproke Wert des

Membranwiderstandes R:

g:E

Durch Anwendung des Ohm’schen Gesetzes (U =RI) kann die Leitfdhigkeit nach
folgender Formel berechnet werden:
ty
Zur Berechnung der Leitfdhigkeit aus Stromantworten auf eine Spannungsrampe
wurden die Differenzen von Strom- und Spannungswerten bei -112 mV und -80 mV

verwendet. Zur Bestimmung der Leitfihigkeit aus Stromantworten auf einen wiederholten
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Testpuls von —50mV wurde als zweiter Referenzwert das empirisch ermittelte
Umkehrpotential des jeweiligen Stroms gewdhlt, so daBl sich die obige Gleichung
vereinfachen 140t:

I - s0mv

g B E750mV—Erev
2.3.5.3 Bestimmung eines EC/ICs-Wertes und des entsprechenden Hill-

Koeffizienten

Zur Untersuchung der Beziehung zwischen unterschiedlichen Konzentrationen eines
Pharmakons und seiner Wirkung wurden entsprechende MeBreihen in einer sogenannten
Hill-Funktion ausgewertet. Ausgangspunkt ist die Annahme, dal die Wirkung des
Liganden L (z.B. Pharmakon) erst nach Interaktion mit dem jeweiligen Rezeptor R (z.B.
Ionenkanal) vermittelt wird. Die Bildung des entsprechenden Ligand-Rezeptor Komplexes
(LR) unterliegt einem dynamischen Gleichgewicht mit der Dissoziationskonstante K.

Der Anteil an Rezeptoren p,, die mit einem Liganden in Interaktion getreten sind, ergibt
sich aus:

_ [LR]
" RI+[LR]

Aus der Kombination dieser beiden Gleichungen ergibt sich die sogenannte Hill-

Langmuir-Gleichung (Hill, 1909; Langmuir, 1918).

1
P 1 (kL)

Setzt man K4 = [L], so ergibt sich fiir p, ein Wert von 0,5. K4 gibt also denjenigen Wert
an, bei dem die Hilfte aller Rezeptoren besetzt ist. Der Wert von Ky ist also ein MaB fiir
die Affinitdt des Liganden zum Rezeptor. Je kleiner Ky, desto hoher ist die Affinitdt. Da p,
nicht empirisch bestimmt werden kann, muf} ein anderer experimentell bestimmter Faktor
gewdhlt werden, um die Ligand-Rezeptor Interaktion zu untersuchen. In der vorliegenden
Arbeit wurde z.B. die Stromantwort auf einen Testpuls von -50 mV ermittelt und
entsprechend eine sogenannte Dosis-Wirkungskurve erstellt (po= I/Iax). Diejenige
Ligandenkonzentration, bei der die Stromantwort 50% des gemessenen Maximalwertes

betrigt, wird ECs fiir die Kanaloffnung oder ICs, fiir den Kanalblock genannt (effective

bzw. inhibitory concentration). Alternativ wurden direkt die Werte des Membranpotentials
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bzw. der mittleren induzierten Leitfdhigkeit entsprechend fiir p, eingesetzt. Kann die
Dosis-Wirkungskurve mit der Hill-Langmuir-Gleichung beschrieben werden, so entspricht
der Wert fiir K4 dem EC/ICsp-Wert. Zur Beschreibung von empirisch ermittelten Dosis-
Wirkungskurven mit variabler Steigung wurde ein zusétzlicher Parameter eingefiihrt, der
sogenannte Hill-Koeffizient n. Formt man diese Gleichung entsprechend um und tragt
po/(1-po) gegen [L] auf eine logarithmische Skala auf, so erhdlt man einen Hill-Graphen
mit der Steigung n.

1

P ko[L])

2.3.54  Bestimmung von Signifikanzen

Zur Bestimmung von signifikanten Unterschieden zweier Datenreihen wurde der
Student’s t-Test durchgefiihrt. Voraussetzung fiir den t-Test sind Normalverteilung und
vergleichbare Standardabweichungen der Mefwerte (Ramm und Hoffmann, 1987). Die
Berechnung der Zufallsvariablen p wurde automatisch als Funktion des Sigma-Programms
durchgefiihrt. Ein p-Wert kleiner als 0,05 zeigt signifikante Unterschiede zwischen zwei

Datenreihen an.

2.4 Immuncytochemische Methoden
2.4.1 Perfusion und Priparation der Hirnschnitte

Zur schnellen Fixierung des Gehirngewebes wurden die Maiduse mit 4%
Paraformaldehyd in PBS perfundiert. Dazu wurden die Tiere mit 3% Chloralhydrat
(Rompun: Bayer, Leverkusen, D) und Ketanest (Parke-Davis, Berlin, D) narkotisiert. Nach
Lidreflexkontrolle wurde der Thorax gedffnet und die Perfusionskaniile in den
aufgeschnittenen linken Ventrikel des Herzens eingefiihrt. Mittels einer Perfusionsspritze
wurden die Tiere unter gleichmdBigem Druck mit ca. 12ml Vorspiillosung und
anschlieend mit 150 ml Perfusionslosung perfundiert. AnschlieBend wurde das Gehirn
herausprépariert und iiber Nacht bei 4°C in Perfusionslosung nachfixiert.

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurde das perfundierte Gehirn bei 4°C iiber Nacht
in 30%ige Sucroselosung in PBS gelegt. Dann wurde das Gehirn mit Trockeneis
durchgefroren und bei -26°C mit Tissue-Tek (Wesarg, Hamburg, D) auf den Préparathalter

aufgefroren. AnschlieBend wurden am Kryostaten (Leica, Heidelberg, D) koronare
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Hirnschnitte von 25 pm Dicke angefertigt und bis zur Antikorperreaktion und Féarbung in

PBS gelagert.

2.4.2 Antikorperreaktionen und DAB-Firbung

Die Schnitte wurden 3x fiir je 5 min in PBS gewaschen und anschlieBend fiir 10 min in
15 ml NaBH4-Losung (0,5% in PBS) inkubiert, um Aldehydbindungen zu 16sen und die
Antikorper-Antigen-Bindung zu erleichtern. AnschlieBend wurden die Schnitte nochmals
3x fiir je 5 min in PBS gewaschen. Zur weiteren Verbesserung der Antikorperreaktion
wurden die Schnitte fiir je 10 min in einer Ethanolreihe inkubiert (10, 20, 40, 20, 10%).
Danach wurde wieder 3x fiir je 5 min mit PBS gewaschen. Zur Inaktivierung endogener
Peroxidasen wurden die Schnitte fiir 30 min in 0,3% H,0O,-Lésung inkubiert. AnschlieBend
wurde 2x fiir je Smin in PBS gewaschen. Zur Blockierung von unspezifischen
Bindungsstellen wurden die Schnitte fiir 30-60 min in Blockldsung bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Schnitte wurden dann in die vorbereitete Antikorperlosung (Anti-TH-Ak
1:2000 verdiinnt in Carrierlosung) tiberfiihrt und fiir 2 h bei Raumtemperatur oder fiir 24 h
im Kiihlraum auf einem Schiittler inkubiert. Anschlieend wurde wiederum 2x fiir 5 min in
PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte in die vorbereitete Zweitantikdrperlosung
(Bio-Anti-Mouse-AK, 1:1000 verdiinnt in PBS) tiberfiihrt und auf dem Schiittler fiir 1,5-
2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Wieder wurde 3x fiir 5 min mit PBS gewaschen.

Anschlieend wurde die ABC-Reaktion (Avidin-Biotin-Complex) durchgefiihrt. 30 min
vor Anwendung wurde der ABC-Komplex (Vektor, Burlingame, USA) 1:1000 in PBS
verdiinnt. Dann wurden die Schnitte in dieser Losung fiir 1,5-2 h bei Raumtemperatur auf
dem Schiittler inkubiert. Nach 3x waschen mit Tris-HCI (pH 7,9) wurden die Schnitte mit
5 ml DAB-Vorinkubationslosung (50 mM Tris-HCI, ph 7,6, 10 mM Imidazol, 0,3%
Ammoniumnickelsulfat in 1x DAB-Losung) tiberschichtet. Die Diaminobenzidin-Reaktion
wurde dann mit S5ml DAB-Reaktionslosung (0,006% H,O, in DAB-
Vorinkubationslosung) fir 10 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden die Schnitte 3x je Smin in Tris-HCI Puffer gewaschen und dann auf
gelantinebeschichtete Objekttrager aufgezogen, fiir mindestens 30 min getrocknet und in
einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (50, 70, 80, 90, 2x 100% Ethanol, jeweils
10 min und im Anschlu3 2x Xylol fiir 20 min). Die fertigen Schnitte wurden mit Entellan
(Merck, Darmstadt, D) eingedeckelt, am Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen, D)

ausgewertet und dokumentiert.
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3 Ergebnisse

Ein vorrangiges Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Protokolls zur
reproduzierbaren Anwendung der Einzelzell-RT-PCR Technik. Diese sollte genutzt
werden, um in Kombination mit elektrophysiologischen Techniken Funktion und

Genexpression einzelner Substantia nigra Neuronen zu charakterisieren.

3.1 Etablierung eines multiplex-RT-PCR-Protokolls

Ziel der Einzelzell-PCR Untersuchung war in erster Linie die Definition der
molekularen Identitdt neuronaler Karp-Kanile. Zusitzlich sollte das Expressionsprofil der
G-Protein gekoppelten Kaliumkanidle Girk 1-4 aufgekldrt werden. Da in der Substantia
nigra neben dopaminergen Neuronen auch GABAerge Neuronen sowie Gliazellen zu
finden sind, war es auBBerdem wichtig, molekulare Marker zu definieren, mit deren Hilfe
der Zelltyp in der PCR eindeutig bestimmt werden konnte. Als Marker fiir dopaminerge
Neuronen wurde die Tyrosinhydroxylase (TH) gewéhlt, das Schliisselenzym fiir die
Dopaminsynthese (Iwata et al., 1992). Die 67 kD Form der L-Glutamat-Dekarboxylase,
das Schliisselenzym fiir die Synthese von <y-Aminobuttersiure (GABA) wurde als
neuronaler Marker fiir GABAerge Neuronen gewihlt (Greif et al.,, 1992; Szab6 et al.,
1996). Zum Ausschlul von Astrogliazellen wurde das Glial fibrillaric acidic Protein
(GFAP) ausgewihlt, ein in diesem Zelltyp spezifisch exprimiertes Protein (Brenner, 1994).

Im Methodenteil unter 2.2.8 wurde das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Einzelzell-
RT-PCR-Protokoll beschrieben. Als ein entscheidender Schritt fiir die PCR Amplifikation
von mRNA aus Einzelzellen erwies sich das kontrollierte und vollstindige Uberfiihren des
Pipetteninhalts in das Reaktionsgefdl fiir die cDNA-Synthese. Dies wurde nach
Positionierung von Pipette und Reaktionsgefd3 mittels eines Mikromanipulators durch
Anlegen eines positiven Drucks an die Pipette gewihrleistet (vgl. Monyer und Lambolez,
1995). Von besonderer Wichtigkeit fiir die reproduzierbare RT-PCR Amplifikation erwies
sich auch eine gleichbleibend hohe Qualitidt der Reversen Transkriptase und der Tag-

Polymerase, sowie ein PCR-Gerét mit hoher Reproduzierbarkeit der Temperaturzyklen.
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3.1.1 Sensitivitat des RT-PCR-Protokolls; Positivkontrollen

Zum simultanen Nachweis von Markertranskripten und Katp-Kanal Untereinheiten
bzw. Girk-Kandlen wurden multiplex-PCR-Protokolle entwickelt, die geeignet sind, die
jeweiligen cDNA-Molekiile in sehr geringer Konzentration parallel nachzuweisen. Zur
PCR-Etablierung wurde die aus Mausgewebe von Mittelhirn und Herz isolierte mRNA in
cDNA umgeschrieben und hochverdiinnt. In der cDNA aus Mittelhirn waren alle
Markergene, die Karp-Kanal Untereinheiten und die Girk-Kandle exprimiert. In
Verdiinnungen von 1:1000 bzw. 1:10.000 sind mRNAs der Klasse III nur noch in einer
Konzentration von wenigen Molekiilen vorhanden (Lambolez et al., 1994). Diese
hochverdiinnte Mittelhirn-cDNA wurde als Positivkontrolle fiir die Kombination aus
multiplex- und nested-PCR eingesetzt (mPCR). Alle zu untersuchenden Transkripte
wurden mit dem unter 2.2.7.2 und 2.2.7.3 beschriebenen multiplex-nested-PCR-Protokoll

aus dieser Kontroll-cDNA reproduzierbar nachgewiesen.

Positivkontrolle Positivkontrolle

Abb. 3.1:  Positivkontrolle fir Karp-Kanal- bzw. Girk1-4-multiplex-PCR

Hochverdiinnte Mittelhirn-cDNA (1:10.000), in der alle in dieser Arbeit untersuchten Gene exprimiert sind,
wurde als DNA-Template in multiplex-nested-PCR Positivkontrollen eingesetzt. Abbildung (A) zeigt eine
Positivkontrolle fiir die Karpr-Kanal-mPCR nach elektrophoretischer Auftrennung im 2%igen Agarosegel. In
allen Bahnen ist jeweils ein PCR-Fragment in der erwarteten GréRe zu erkennen (SUR2: 215 bp, Kir6.2:
298 bp; TH: 377 bp, SUR1: 401 bp, Kir6.1: 448 bp, GFAP: 517 bp; Girk2: 595 bp; GADs7: 702 bp). Die PCR-
FragmentgroRen koénnen anhand des DNA-Markers (100 bp-Leiter) abgeschatzt werden. In (B) ist eine
entsprechende Positivkontrolle fir die Girk1-4-mPCR abgebildet (TH: 377 bp, Girk4: 257 bp, Girk1: 316 bp;
Girk3: 412 bp, Girk2: 595 bp; GADe7: 702 bp).

Abbildung 3.1 A zeigt eine Positivkontrolle fiir die Karp-mPCR. Neben den drei
Markertranskripten (TH, GADg7;, GFAP) und den vier Kapp-Kanal Untereinheiten (SUR2,
Kir6.2, SURI, Kir6.1) wurde zusitzlich Girk2 cDNA in der PCR amplifiziert. Da Girk2-
mRNA in nahezu allen dopaminergen Neuronen der Substantia nigra exprimiert wird
(Karschin et al., 1996), diente der Nachweis dieser mRNA als zusitzliche Kontrolle der
Sensitivitit des Einzelzell-RT-PCR-Protokolls: Wenn die RT-PCR ausreichend sensitiv ist,
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um mRNAs in geringer Expression zu detektieren, wie z.B. die von Kaliumkanal
Untereinheiten, sollte die Einzelzell-PCR eines dopaminergen Neurons neben dem TH-
Signal ebenfalls ein PCR-Amplifikat fiir Girk2 liefern. Alle 122 im Rahmen dieser Arbeit
analysierten TH positiven Neuronen gaben in der Einzelzell-PCR immer auch ein positives
Signal fiir die Girk2-Expression. Abbildung 3.1 B =zeigt eine entsprechende
Positivkontrolle fiir die Girkl-4-mPCR. Als Marker wurden TH und GADg; simultan
nachgewiesen. Auf den Astrogliazellmarker wurde verzichtet, da in {iber hundert
vorherigen Einzelzell-Experimenten in keinem Fall versehentlich ein Gliazelle analysiert
wurde. Beide Kontroll-PCRs zeigen im 2%igen Agarosegel fiir alle analysierten Gene
deutliche Banden mit den jeweils erwarteten AmplifikatgroBen ohne Nebenprodukte. Die
jeweilige Identitit der PCR-Amplifikate wurde mehrfach durch Sequenzierung gemail3
2.2.10 verifiziert. Diese Ergebnisse wurden reproduzierbar mit dem Perkin-Elmer-TC-
480C Thermocycler erhalten. Eine entsprechende Positivkontrolle wurde in jeder PCR von
Einzelzell-cDNA parallel amplifiziert, um diejenigen negativen PCR-Signale zu

identifizieren, die lediglich auf einem systematischen Fehler in der PCR beruhten.

3.1.2 Spezifitit des RT-PCR-Protokolls; Negativkontrollen

Zur Optimierung der Zytoplasmaausbeute aus Einzelzellen war es in der Regel
notwendig, auch den Nukleus des Neurons mit in die Patchpipette aufzunehmen. Daher
mufte die Moglichkeit von falsch-positiven PCR-Signalen durch Amplifikation von
genomischen Sequenzen des Zellkerns ausgeschlossen werden, auch wenn die
Amplifikation von DNA eines Einzelkerns als sehr unwahrscheinlich gilt (Johansen et al.,
1995). War die entsprechende Genstruktur bekannt, wurden die PCR-Primer so gewihlt,
daB Intronsequenzen innerhalb des von ihnen amplifizierten Bereichs lagen. Damit sind die
genomischen DNA-Fragmente entweder zu grof3 fiir eine PCR-Amplifikation oder aber die
PCR-Amplifikate genomischer Herkunft konnen anhand ihrer um die Intronsequenz
erhohten Grof3e leicht identifiziert werden. Da das Kir6.2-Gen kein Intron besitzt, wurden
zum Ausschlul genomischer Kir6.2 DNA-Amplifikation zusdtzliche Kontrollexperimente
durchgefiihrt: Das Zytoplasma einer Zelle wurde zusammen mit dem Nukleus in die
Pipette eingesaugt und dem Einzelzell-RT-PCR-Protokoll unterzogen. Die cDNA-
Synthesereaktion wurde jedoch ohne Zugabe des Enzyms Reverse Transkriptase
durchgefiihrt, so da3 die mRNA der Einzelzelle nicht in cDNA iiberfiihrt werden konnte.
Damit lag in der anschlieBenden PCR-Reaktion einzig die genomische Sequenz des

Nukleus als DNA-Template vor. In zehn dieser Kontrollexperimente konnte kein PCR-



Ergebnisse 55

Amplifikat detektiert werden. Zuséitzlich wurde das Zytoplasma von fiinf Zellen ohne
Zellkern geerntet. Die RT-PCR-Analysen dieser Neuronen zeigten ebenfalls die erwarteten
mRNA-Expressionsmuster (vgl. 3.3.2 und 3.4.4.1). Diese Kontrollexperimente zeigten,
dal die DNA der Zellkerne keinen EinfluB auf die Ergebnisse der Einzelzell-PCR-
Experimente dieser Arbeit hatte.

Um die Moglichkeit von falsch-positiven PCR-Signalen durch Kontaminationen von
Extrazelluldrmaterial zu evaluieren, wurden Kontrollexperimente durchgefiihrt, indem mit
der Pipette lediglich Extrazelluldrmaterial aufgesaugt wurde. Diese Proben wurden exakt
nach Einzelzell-PCR-Vorschrift weiter behandelt. In allen acht Experimenten wurden
weder PCR-Signale fiir Katp-Kanal Untereinheiten noch fiir Girk-Kanéle detektiert.

Um ebenfalls auszuschliefen, dal die Manipulation der Pipette im Hirnschnitt oder die
verwendeten Losungen zu falsch-positiven PCR-Signalen fiihren konnten, wurde eine
Pipette mit positivem Druck in den Hirnschnitt hinein- und gleich wieder hinausgefahren,
ohne einen Seal zu erhalten oder Zellmaterial aufzusaugen. Diese Probe wurde exakt wie
die Zytoplasmaprobe einer Einzelzelle behandelt. Eine solche Negativkontrolle wurde
parallel fiir jede PCR-Amplifikation von Einzelzell-cDNA durchgefiihrt und war in der
Regel negativ. Konnte in seltenen Féllen doch eine PCR-Bande in der Negativkontrolle
detektiert werden, wurden die Ergebnisse der parallel aufgearbeiteten Einzelzellen

verworfen.

3.2 Einzelzell-PCR-Analyse der Substantia nigra Neuronen

3.2.1 Korrelation von  Markergenexpression und elektrophysiologischen

Eigenschaften

Der scPCR-Nachweis von Tyrosinhydroxylase- oder GADg7;-Expression diente als
Kriterium zur eindeutigen Bestimmung des dopaminergen bzw. GABAergen Phénotyps
eines zuvor elektrophysiologisch charakterisierten SN-Neurons. Im AnschluBl an die
Voltage- und Current-Clamp Messungen wurde das Zytoplasma des jeweiligen Neurons
geerntet und mittels scPCR analysiert (vgl. 2.2.8). Nach Analyse von 77 Neuronen der
Substantia nigra konnten anhand ihres elektrophysiologischen Verhaltens drei Zelltypen
unterschieden werden, die jeweils mit der Expression von entweder TH oder GADg;
korreliert waren. Abbildung 3.2 zeigt diese Korrelation der elektrophysiologischen
Eigenschaften mit dem Expressionsprofil fiir die drei Markertranskripte TH, GADg7; und
GFAP.
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Abb. 3.2: Korrelation von  Markergenexpression und  elektrophysiologischen
Eigenschaften

Abgebildet sind fur drei einzelne SN Neuronen jeweils 2%ige Agarosegele mit elektrophoretisch aufgetrennten
scPCR-Reaktionen der Markertranskripte, sowie des DNA-Langenmarkers. AuRerdem Current-Clamp
Aufzeichnungen der Spontanaktivitdt und der Antwort auf eine 2 s hyperpolarisierende Strominjektion von
100 pA (erste Einblendung) sowie die Voltage-Clamp Messung von spannungsaktivierten Leitfahigkeiten (Die
zweite Einblendung zeigt die Stromantwort auf einen Spannungspuls von —80 mV auf —30 mV); genaue
MeRprotokolle siehe 2.3.4.3. Abbildung (A) zeigt die typischen elektrophysiologischen Eigenschaften eines
einzelnen TH positiven SNpc Neurons: Spontanaktivitdt mit einer Frequenz von ca. 1 Hz, zeitabhangige
Verringerung des Membranpotentials nach Injektion eines hyperpolarisierenden Stroms (In) und einen
spannungsabhangigen, ab —-50 mV aktivierenden, schnell inaktivierender Kaliumauswartsstrom (la). In (B) sind
entsprechend die typischen elektrophysiologischen Eigenschaften eines GADs7 positiven SNpc Neurons
gezeigt: Spontanaktivitat in einer deutlich héheren Frequenz von 8 Hz, sowie keine Hinweise auf In- oder Ia-
Stréome. Das in (C) gezeigte GADe7 positive Neuron aus der SNpr zeigt Spontanaktivitat von 15 Hz, sowie eine
leichte In-Komponente und einen [a-Strom mit im Vergleich zu (A) geringerer Amplitude und schnellerer
Inaktivierungskinetik.

3.2.1.1 TH positive SN Neuronen

Alle 54 analysierten Neuronen in der SNpc mit groBen Zellkérpern (Cy, ca. 30-80 pF)
ergaben in der scPCR nur fiir den Marker TH ein positives Signal. PCR-Amplifikate flir
GADyg; sowie GFAP wurden nicht nachgewiesen (vgl. Abb. 3.2. A). Die Current-Clamp
Analyse zeigte, da3 diese molekular eindeutig als dopaminerg identifizierten Neuronen in
den meisten Fillen mit einer relativ niedrigen Frequenz von 1,8+0,1 Hz (n=70)

spontanaktiv waren. Die Aktionspotentiale besalen eine mittlere Dauer von 8,0+0,5 ms
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(n=40) und wurden bei einer Schwelle von —36,3+0,8 mV (n=40) generiert (vgl. auch Tab.
3.4). Als Antwort auf eine hyperpolarisierende Strominjektion von 100 pA wurde eine
zeitabhéngige Verringerung des korrespondierenden Membranpotentials (sag) beobachtet.
Dieses Verhalten ist fiir dopaminerge Neuronen charakteristisch. Die Ursache liegt in der
Aktivierung eines unselektiven Kationenkanals, der bei negativen Membranpotentialen
einen der Hyperpolarisation entgegenwirkenden Einwértsstrom (den sogenannten Iy-
Strom) vermittelt und der bei positiveren Membranpotentialen deaktiviert (Pape, 1996).
Als weiteres Charakteristikum dieser Neuronen zeigte sich in der Analyse der Strom-
Spannungs-Beziehung ein spannungsabhédngiger, schnell inaktivierender Kalium-
Auswirtsstrom, der schon bei Potentialen ab -50 mV aktiviert (also negativ von dem
Schwellenpotential fiir die Generierung eines Aktionspotentials). Ein solcher A-Strom (1)
ist in vielen Neuronentypen beschrieben worden und kann durch die Expression
verschiedener K o~ und -Kaliumkanal Untereinheiten vermittelt werden, wie inzwischen

auch auf Einzelzell-PCR Ebene gezeigt wurde (Martina et al., 1998; Song et al., 1998).

3.2.1.2 GADyg; positive SN Neuronen

Neuronen der SNpc mit wesentlich kleineren Zellkorpern (C,, ca. 10-25 pF) zeigten
ebenfalls meistens Spontanaktivitit, allerdings mit einer deutlich hoheren Frequenz von
8,810,6 Hz (n=10). Current-Clamp sowie Voltage-Clamp Messungen gaben in diesen
Neuronen keine Hinweise auf das Vorhandensein von I;,- bzw. [5-Stromen. Ein dhnliches
elektrophysiologische Verhalten wurde in der Ratte fiir die sogenannten Typ II
SN Neuronen beschrieben (Lacey et al., 1989). In der Einzelzell-PCR erwiesen sich alle
SN Neuronen dieses elektrophysiologischen Phianotyps als GADg; positiv sowie TH und
GFAP negativ. Dies belegt erstmalig, da3 es sich bei diesen kleineren Neuronen der SNpc
nicht um dopaminerge sondern um GABAerge Neuronen (wahrscheinlich Interneuronen)
handelt (vgl. Abbildung 3.2 B).

Eine weitere Population von GADg; positiven Neuronen mit mittlerer Grofle (Cy, ca. 20-
40 pF) wurde in der SNpr identifiziert und elektrophysiologisch sowie molekularbiologisch
charakterisiert. Diese GABAergen Neuronen waren mit einer Frequenz von 11,44+0,7 Hz
(n=10) spontanaktiv und wiesen eine geringe I-Komponente auf. Die Analyse der Strom-
Spannungs-Beziehung zeigte keinen dominanten [5-Strom wie in TH positiven Neuronen,
aber bei positiveren Potentialen aktivierte ein A-Strom mit geringerer Amplitude und

schnellerer Inaktivierungskinetik (vgl. Abb. 3.2 C). Auch diese Daten stehen im Einklang
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mit frilheren elektrophysiologischen Beschreibungen GABAerger SNpr Neuronen
(Richards et al., 1997).

3.2.2 mRNA-Expression von K,rp-Kanal Untereinheiten in SN Neuronen

Mit Hilfe des multiplex-RT-PCR-Protokolls wurde fiir eine groBe Anzahl von
elektrophysiologisch charakterisierten Substantia nigra Neuronen das Expressionsmuster
der Karp-Kanal Untereinheiten SUR1, Kir6.2, SUR2 und Kir6.1 in Kombination mit den
vier beschriebenen Markertranskripten (TH, GADg7, GFAP und Girk2) bestimmt. Es zeigte
sich, daB alle drei Typen von Substantia nigra Neuronen ein eigenes, spezifisches Muster

an Karp-Kanal Untereinheiten exprimierten.

3.2.2.1 GABAerge SNpc Neuronen

Die scPCR-Analyse von elf GABAergen SNpc Neuronen (GADg; positiv) ergab in
keinem Fall positive PCR-Signale fiir eine der vier moglichen Kapp-Kanal Untereinheiten.
Die Expression von Girk2 konnte jedoch in allen elf Neuronen nachgewiesen werden (vgl.
Abb. 3.3). Dies zeigt an, daB die Einzelzell-PCR ausreichend sensitiv war, um die
Expression von Ionenkanal-mRNA nachzuweisen. Entsprechende im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrte elektrophysiologische Experimente lieferten ebenfalls keinen

Hinweis auf das Vorhandensein von funktionellen K4rp-Kanélen in diesem Neuronentyp.
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Abb. 3.3: Karp-Kanal Untereinheiten Expression in GABAergen SNpc Neuronen

Abgebildet ist ein 2%iges Agarosegel nach elektrophoretischer Auftrennung der scPCR-Produkte eines
elektrophysiologisch gemal® Abb. 3.2 (B) als GABAerg identifizierten SNpc Neurons. Parallel untersucht
wurde die mRNA-Expression der Katp-Kanal Untereinheiten SUR2, Kir6.2, SUR1, Kir6.1 sowie der Marker
TH, GFAP GADs7 und Girk2. In der ersten Bahn (links) wurde der DNA-Langenmarker aufgetragen. Es wurde
ein PCR-Amplifikat fir den Girk2, aber nicht firr eine Untereinheit des Katp-Kanals detektiert. Das GADs7 PCR-
Amplifikat bestatigt den GABAergen Phanotyp des analysierten Neurons.
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3.2.2.2 GABAerge SNpr Neuronen

Im Gegensatz zu den GABAergen Neuronen der SNpc wurden in GADg; positiven
Neuronen der SNpr mRNA-Transkripte fiir Karp-Kanal Untereinheiten nachgewiesen. In
allen elf analysierten Neuronen wurden positive PCR Signale fiir die Expression von
sowohl Kir6.2 als auch von SURI detektiert. Im Gegensatz dazu waren die PCR-
Nachweise flir Kir6.1- oder SUR2-Expression fiir alle elf Neuronen negativ. Girk2-
Amplifikate konnten in sieben der elf Neuronen detektiert werden (vgl. Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Karp-Kanal Untereinheiten Expression in GABAergen SNpr Neuronen

Abgebildet ist ein 2%iges Agarosegel nach elektrophoretischer Auftrennung der scPCR-Produkte eines
elektrophysiologisch gemaR Abb. 3.2 (C) als GABAergen identifizierten SNpr Neurons. Parallel untersucht
wurde die mRNA-Expression der Katp-Kanal Untereinheiten SUR2, Kir6.2, SUR1, Kir6.1 sowie der Marker
TH, GFAP GADs7 und Girk2. In der ersten Bahn (links) wurde der DNA-Langenmarker aufgetragen. Neben

dem PCR-Amplifikat fur Girk2 wurden die Katp-Kanal Untereinheiten Kir6.2 und SUR1 detektiert. Das GADs7
PCR-Amplifikat bestatigt den GABAergen Phanotyp des analysierten Neurons.

3.2.2.3 Dopaminerge SNpc Neuronen

Die Analyse der zwei Typen von GABAergen Substantia nigra Neuronen zeigte, dal3
beide Populationen ein unterschiedliches Muster an Kapp-Kanal Untereinheiten
exprimierten, aber innerhalb ihrer Populationen homogene Expressionsmuster aufwiesen.
Ein dazu gegensitzliches Bild ergab die FEinzelzell-Analyse der dopaminergen
SNpc Neuronen (vgl. Abb. Abbildung 3.5 und 3.24 C). Die 54 analysierten TH und Girk2
positiven SN Neuronen zeigten drei unterschiedliche Expressionsmuster von Karp-Kanal
Untereinheiten: In 21 TH positiven Neuronen (39%) wurde die mRNA-Expression von
Kir6.2 und SUR1 nachgewiesen (Abb. 3.5 A). Eine zweite Population von 20 Neuronen
(37%) exprimierte ebenfalls Kir6.2-mRNA, aber statt SUR1 wurde Koexpression der
anderen Sulfonylurearezeptor-Isoform, SUR2 detektiert (Abb. 3.5 B). Und in einer dritten,
kleineren Gruppe von 13 TH positiven Neuronen (24%) konnten Einzelzell-PCR-Signale
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fiir die Expression von Kir6.2 in Kombination mit sowohl SURI als auch SUR2
nachgewiesen werden (3.5 C). Die mRNA-Expression der Ksrp-Kanal Untereinheit Kir6.1

wurde in keinem der analysierten Neuronen detektiert.
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Abb. 3.5: Heterogene Karp-Kanal Untereinheiten Expression in  dopaminergen
SNpc Neuronen

Abgebildet sind die gelelektrophoretisch analysierten scPCR-Produkte (vgl. Abb. 3.3. und 3.4) von drei
elektrophysiologisch gemaf Abb. 3.2 (A) als dopaminerg identifizierten SNpc Neuronen. Parallel untersucht
wurde die mRNA-Expression der Katp-Kanal Untereinheiten SUR2, Kir6.2, SUR1, Kir6.1 sowie der Marker
TH, GFAP GADs7 und Girk2. In der letzten Bahn (rechts) wurde jeweils der DNA-Langenmarker aufgetragen.
Das PCR-Amplifikat fiir TH bestatigt den dopaminergen Phanotyp der analysierten Neuronen. Das Neuron in
(A) zeigt neben Girk2 PCR-Banden fiir die Katp-Kanal Untereinheiten Kir6.2 und SUR1. Das Neuron in (B)
zeigt PCR-Banden fur die Katp-Kanal Untereinheiten SUR2 und Kir6.2. Aus dem Neuron in (C) wurden PCR-
Amplifikate fir sowohl SUR2 als auch SUR1 und Kir6.2 erhalten.

3.2.2.4  Differenzierung zwischen SUR2A- und SUR2B-Expression

Die gewédhlten Primerpaare zum Einzelzell-PCR Nachweis fiir SUR2-Transkripte waren
nicht dazu geeignet, zwischen den Splicevarianten SUR2A und SUR2B zu unterscheiden,
da sie vor Beschreibung dieser Splicevarianten ausgewidhlt wurden. Aus diesem Grunde

wurden zwei alternative SUR2-Primerpaare so gewahlt, da3 der Einschub von 176 bp, um
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den sich SUR2A von SUR2B unterscheidet, jeweils innerhalb des von Forward- und
Reverse-Primer amplifizierten Bereichs lag. Nach multiplex- und nested-PCR zeigte eine
Bande von 513 bp den Nachweis von SUR2A an, wéhrend ein PCR-Fragment von nur
337 bp Lange das Vorhandensein von SUR2B nachwies.

Abbildung 3.6 A zeigt ein RT-PCR-Ergebnis fiir diese splicevariantenspezifischen
SUR2A/B-Primerpaare. In einer PCR mit Maus Mittelhirn-cDNA als Template konnte im
2%igen Agarosegel nur ein einzelnes PCR-Fragment in Hoéhe von 337 bp detektiert
werden. Im Gegensatz dazu resultierten aus der PCR-Reaktion fiir cDNA aus Herzgewebe
zwei Amplifikate. Eines ebenfalls in Hohe von 337 bp, das zweite Fragment hatte eine
Lange von 513 bp. Sequenzierungen der jeweiligen PCR-Banden verifizierten, dal im
Mittelhirn nur SUR2B amplifiziert wurde, wihrend im Herzen sowohl SUR2B als auch

SUR2A nachgewiesen werden konnte.

<+ SUR2A
< SUR2B

Abb. 3.6: Identifikation der Splicevarianten SUR2A und SUR2B

Zur Unterscheidung der SUR2-Splicevarianten wurden zwei alternative SUR2-Primerpaare so gewahlt, da®
der Einschub von 176 bp, um den sich SUR2A von SUR2B unterscheidet, jeweils innerhalb des von Forward-
und Reverse-Primer amplifizierten Bereich lag. Nach multiplex- und nested-PCR zeigte eine Bande von
513 bp den Nachweis von SUR2A an, wahrend ein PCR-Fragment von 337 bp Lédnge das Vorhandensein von
SUR2B nachwies. (A) zeigt ein RT-PCR-Ergebnis fiir diese Splicevarianten-spezifischen SUR2A/B-
Primerpaare. In einer PCR mit Maus Mittelhirn-cDNA als Template konnte nach Elektrophorese im 2%igen
Agarosegel nur ein PCR-Fragment in Hohe von 337 bp detektiert werden (Bahn 2). Im Gegensatz dazu
resultierten aus der PCR-Reaktion fir cDNA aus Herzgewebe eindeutig zwei Amplifikate (Bahn 1). Eines
ebenfalls in H6he von 337 bp, das zweite Fragment hatte eine Lange von 513 bp (siehe Pfeile). Die PCR-
FragmentgréRen wurden anhand des DNA-Langenmarkers (links) abgeschatzt. In (B) ist eine scPCR-Analyse
fur ein einzelnes dopaminerges SNpc Neuron gezeigt (entsprechend Abb. 3.5). Mit den
splicevariantenspezifischen SUR2A/B-Primern konnte in diesem und vier weiteren SUR2 positiven Neuronen
nur eine PCR-Bande fiir SUR2B in H6he von ca. 337 bp amplifiziert werden.

Zusétzlich wurden Einzelzell-PCR-Experimente mit diesen splicevariantenspezifischen
SUR2A/B-Primern anstelle der Standard-SUR2-Primer durchgefiihrt. In fiinf TH positiven
Neuronen, in denen ein Signal fiir SUR2 detektiert werden konnte, wurde immer nur eine
einzige Bande in Hohe von 337 bp nachgewiesen (vergl. Abb. 3.6 B). Dies legt den Schluf3
nahe, daBl nur SUR2B- und nicht SUR2A-mRNA in den dopaminergen Neuronen der
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Substantia nigra exprimiert wird. SUR2A-mRNA ist im Herzgewebe sehr hoch exprimiert
und ist dort wahrscheinlich an der Formation des kardialen ATP-sensitiven Kaliumkanals

beteiligt (Okujama et al., 1998).

3.3 Funktionelle Charakterisierung von K,rp-Kanélen in SN Neuronen

Die Einzelzell-PCR Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich der mRNA-Expression von
Karp-Kanal Untereinheiten legen nahe, dafl sowohl die GABAergen Projektionsneuronen
der SNpr als auch die dopaminergen Neuronen der SNpc funktionelle Karp-Kanile
exprimieren. In unterschiedlichen elektrophysiologischen Studien wurden funktionelle
Karp-Kanédle sowohl in dopaminergen Neuronen der Substantia nigra als auch in
GABAergen SNpr Neuronen nachgewiesen (vgl. 1.4.1.2.2). Die molekulare Identitét dieser
Kanile war jedoch bislang unbekannt. Die vorgestellten scPCR-Analysen weisen darauf
hin, daB die dopaminergen SN Neuronen im Gegensatz zu den GABAergen
SNpr Neuronen verschiedene Karp-Kanaltypen mit unterschiedlicher Untereinheiten-
Zusammensetzung exprimieren. In heterologen Expressionssystemen weisen Kir6.2
vermittelte Karp-Kandle unterschiedliche pharmakologische und metabolische
Eigenschaften auf, je nach dem mit welcher SUR-Isoform sie koexprimiert werden
(Ashcroft und Gribble, 1998; Babenkow et al., 1998). Die Wirkung der Kanal6ffner und
-blocker ist sowohl an nativen Kanidlen als auch in rekombinanten Systemen von
unterschiedlichen Arbeitsgruppen untersucht worden. Tabelle 3.1 faBit die Eigenschaften

der fir diese Arbeit relevanten, rekombinanten Ktp-Kanile zusammen.

Diazoxid Pinacidil MgATP Tolbutamid | Glibenklamid
[ECso] [ECs] [ICs0] [ICs] [ICs0]
SUR1/Kir6.2 60 uM kein Effekt 10 uM 2.4-32 uM 1.8 nM
SUR2A/Kir6.2 300 uM o.E. 10 uyM 100 uM ? 350 nM
SUR2B/Kir6.2 <200 uM 2 uM 300 uM <500 uM <100 uM
Tab. 3.1: Pharmakologische und metabolische Eigenschaften ausgewahlter rekombinanter Katp-Kanale

Die Tabelle faf3t fiir drei unterschiedliche Katp-Kanal Untereinheitenkombinationen die im rekombinanten
System ermittelten ECso- bzw. ICso-Werte fur zwei Kanaldffner, MgATP und zwei Sulfonylharnstoff-
Kanalblocker zusammen. Wenn keine quantitativen Daten vorlagen, wurden soweit vorhanden qualitative
Befunde angegeben (0.E.: ohne Effekt).

Sollten die dopaminergen Neuronen der Substantia nigra also tatsdchlich zwei
funktionelle Krp-Kanaltypen mit unterschiedlichen Sulfonylurearezeptor Untereinheiten
exprimieren, so sollte sich diese Heterogenitdt auch in einer unterschiedlichen

pharmakologischen und metabolischen Sensitivitét dieser Neuronen widerspiegeln.
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3.3.1 Effekte der Kirp-Kanaloffner

Zur qualitativen Analyse der Wirkung von Diazoxid und Pinazidil (Biotrend, K6ln, D)
wurden diese Karp-Kanaloffner jeweils in einer Konzentration von 100 uM iiber eine

Makropatchpipette direkt auf das zu untersuchende SN Neuron im Hirnschnitt appliziert.

3.3.1.1 Diazoxidsensitivitit und K,rp-Kanal Expression dopaminerger SN Neuronen

In heterologen Systemen aktiviert Diazoxid in einer Konzentration von 100 uM
SUR1/Kir6.2 vermittelte Kapp-Kandle (ECso: 60 uM). SUR2A/Kir6.2 Kanidle werden von
Diazoxid in einer Konzentration von 300 uM nicht aktiviert, wéhrend fiir SUR2B/Kir6.2
Kaniéle nur bekannt ist, daB3 eine Konzentration von 200 uM Diazoxid eine Kanal6ffnung

bewirkt (Isomoto et al., 1997b).
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Abb. 3.7: Diazoxid aktiviert Karp-Kanale mit hoher Tolbutamidsensitivitat in
dopaminergen SNpc Neuronen

Die Abbildung zeigt die Leitfahigkeitsanderung von zwei elektrophysiologisch als dopaminerg identifizierten

SNpc Neuronen nach Applikation des Katp-Kanal6ffners Diazoxid (Voltage-Clamp Melfprotokolle siehe

2.3.4.3.2). Applikation von 100 uM Diazoxid fiihrte in Neuron in (A) zu einer Stromzunahme bei —50 mV von

ca. 250 pA, die durch die Koapplikation des Karp-Kanalblockers Tolbutamid (100 uM) komplett blockiert

wurde. Die jeweilige Applikationsdauer wird durch die horizontalen Balken angezeigt. Stromantworten auf

Spannungsrampen vor und nach Applikation von 100 uM Diazoxid (B), zeigten, da} der diazoxidinduzierte
Strom ein Umkehrpotential von ca. -100 mV hatte (berechnetes Gleichgewichtspotential fiir K*: -102 mV).

Abbildung 3.7 A zeigt die Stromantwort eines dopaminergen Neurons auf Testpulse
von —60 mV auf -50 mV im Abstand von 10 s. Applikation von 100 uM Diazoxid fiihrte in
diesem und sieben anderen Neuronen zu einer deutlichen Strom- und damit
Leitfdhigkeitszunahme (mittlere Leitfdhigkeitszunahme 1,110,3 nS). Diese konnte durch
die Koapplikation des Karp—Kanalblockers Tolbutamid in einer Konzentration von

100 uM komplett inhibiert werden. Stromantworten auf Spannungsrampen vor und nach
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Diazoxidapplikation zeigten, daBl der induzierte Membranstrom ein mittleres
Umkehrpotential (E,ey) von -103,1+3,7 mV besal3 (vgl. 3.7 B). Dieser Wert liegt nahe dem
berechneten Gleichgewichtspotential fiir K™ von -102 mV fiir die verwendeten intra- und
extrazelluliren Losungen (vgl. 2.3.5.1). Daher ist es sehr wahrscheinlich, daf} die
diazoxidinduzierte und tolbutamidsensitive Leitfdhigkeit von Karp-Kandlen vermittelt
wird.

Um diesen Karp-Strom mit der Expression von Kjurp-Kanal Untereinheiten zu
korrelieren,  wurden  kombinierte = scPCR-Experimente  durchgefiihrt. =~ Nach
Diazoxidapplikation wurde das Zytoplasma des entsprechenden Neurons zur Einzelzell-
PCR-Analyse geerntet. Problematisch erwies sich dabei die Dauer des pharmakologischen
Experiments; je ldnger die elektrophysiologische Messung dauerte, desto geringer wurde
die Erfolgsrate der scPCR. AuBlerdem zeigte eine Subpopulation von dopaminergen
Neuronen (ca. 30%) bei Diazoxidapplikation keinerlei Anderung von Aktivitit oder
Leitfahigkeit. Dabei war unklar, ob dies ein methodisches Problem war, oder ob 100 uM
Diazoxid tatsdchlich auf einige dopaminerge Neuronen keinen Effekt hatte. Aus diesen
Griinden wurden nur solche Experimente ausgewertet, bei denen zum einen ein klarer
Diazoxideffekt zu beobachten war und die zum anderen eindeutig positive scPCR-
Resultate erbrachten. Diese kombinierten Experimente zeigten fiir sechs von sieben
diazoxidsensitiven Neuronen jeweils SURI1-Expression in Kombination mit Kir6.2; ein
Neuron zeigte Koexpression von SUR1 und SUR2 mit Kir6.2. Dieses Ergebnis legt nahe,
dafB3 diese Diazoxidsensitivitit der dopaminergen Neuronen durch Karp-Kanédle vermittelt

wird, die sich aus SUR1- und Kir6.2-Untereinheiten zusammensetzen (vgl. Abb. 3.9 A).

3.3.1.2 Pinazidilsensitivitit und Kyrp-Kanal Expression dopaminerger SN Neuronen

Durch Pinazidil werden in heterologen Systemen priferentiell SUR2-Krp-Kanile
aktiviert. SUR2B/Kir6.2 Kanidle mit einem ECsy von 2 uM, SUR2A/Kir6.2 Kanéle mit
einem ECsy von 10 uM. Karp-Kanile, die sich aus den Untereinheiten SURI1/Kir6.2
zusammensetzen, sind in heterologen Systemen nicht von Pinacidil aktivierbar (Isomoto et
al., 1997b).

Abbildung 3.8 zeigt, da die Applikation von 100 uM Pinazidil ebenfalls einen
Kaliumauswértsstrom in dopaminergen Neuronen aktiviert (mittlere induzierte
Leitfdhigkeit: 2,940,3 nS, mittleres E,.,: -101,8%1,1 mV, n=17; vgl. 3.3.1.1). Im Gegensatz
zu dem diazoxidaktivierten Strom zeigte der pinazidilaktivierte Strom ein heterogenes

Verhalten bei Koapplikation von 100 uM Tolbutamid. In drei von 17 Zellen konnte dieser
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Strom durch 100 pM Tolbutamid vollstindig blockiert werden (vgl. 3.8 A). In vier
Neuronen wurde der pinazidilinduzierte Strom nur teilweise blockiert (vgl. 3.8 B), und in
den verbleibenden 10 Neuronen zeigte die Koapplikation von 100 uM Tolbutamid keinen
Effekt auf die pinazidilinduzierte Kaliumleitfiahigkeit (vgl. 3.8 C).

A 100 uM Tolbutamid B 100 uM Tolbutamid ~ C 100 uM Tolbutamid
I::II 1 1
PA 100 pM Pinazidil pA 100 pM Pinazidil PA 100 pM Pinazidil
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Abb. 3.8: Pinazidil aktiviert Karp-Kandle mit variablen Tolbutamidsensitivitaten in
dopaminergen SNpc Neuronen

Die Abbildung zeigt die Wirkung des Karp-Kanal6ffners Pinazidil auf die Stromantwort bei -50 mV von drei
elektrophysiologisch als dopaminerg identifizierten SNpc Neuronen (Voltage-Clamp MeRprotokoll siehe
2.3.4.3.2). Applikation von 100 uM Pinazidil fiihrte in dem Neuron in (A) zur Aktivierung eines Auswartsstroms,
der durch die Koapplikation von 100 uM Tolbutamid komplett blockiert wurde. Der pinazidilinduzierte Strom
des in (B) gezeigten Neurons wurde durch die Koapplikation von 100 pM Tolbutamid nur zu ca. 80% blockiert.
Abbildung (C) zeigt ein drittes Neuron, bei dem der pinazidilaktivierte Strom durch die Koapplikation von
100 pM Tolbutamid nicht beeinfluRt wurde. Die jeweilige Applikationsdauer wird durch die horizontalen Balken
angezeigt.

In Ubereinstimmung mit dem heterogenen Effekt von 100 uM Tolbutamid auf den
pinazidilinduzierten Strom in dopaminergen Neuronen lieferten die kombinierten
Einzelzell-PCR Versuche ebenfalls ein heterogenes Ergebnis beziiglich der SUR-
Expression. Vier pinazidilsensitive Neuronen zeigten SUR1-Expression, drei Neuronen
exprimierten SUR2-mRNA und drei weitere Neuronen ergaben in der PCR sowohl fiir
SURI1- als auch fir SUR2-Expression ein positives Signal, jeweils in Kombination mit
Kir6.2 (vgl. 3.9 B).

Auch wenn diese Ergebnisse nur qualitative Aussagen iiber die Wirkung der Karp-
Kanaloffner ermoglichen, ist dennoch fiir die Pinazidilsensitivitidt sowohl auf funktioneller
als auch auf Transkript-Ebene ein heterogenes Bild zu differenzieren, im Gegensatz zu den

homogenen Ergebnissen der entsprechenden Diazoxidexperimente (vgl. 3.9).
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Abb. 3.9: Kombination von pharmakologischen Experimenten und Einzelzell-PCR

Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung der mittels scPCR bestimmten unterschiedlichen
Expressionsmuster der SUR-Isoformen fiir sieben diazoxidsensitive und zehn pinazidilsensitive SNpc
Neuronen. Alle Neuronen wurden elektrophysiologisch und molekularbiologisch als dopaminerg identifiziert
und exprimierten Kir6.2-mRNA (vgl. Abb. 3.5). Applikation von 100 uM Diazoxid bzw. Pinazidil aktivierte
jeweils kaliumselektive Auswartsstrome. Die Blockdiagramme geben die prozentualen Haufigkeiten der drei

unterschiedlichen SUR-Expressionsmuster der diazoxidsensitiven (A) bzw. pinazidilsensitiven (B) Neuronen
wieder: SUR1-Expression, SUR2-Expression oder Koexpression von SUR1 und SUR2.

3.3.2 Metabolische Sensitivitit von SN Neuronen

Um die Sensitivitdit der dopaminergen Neuronen auf metabolischen Strel zu
untersuchen, wurde die Wirkung von Rotenon getestet. Rotenon ist ein Blocker des
Komplex I der Atmungskette. Wird dieser Komplex blockiert, so kann NADH/H", das im
Zitratzyklus gewonnen wird, nicht mehr unter ATP-Erzeugung in der Atmungskette
oxidiert werden. Es bleibt nur noch die Oxidation von FADH/H" iiber Komplex II, IIT und
IV der Atmungskette zum Aufbau eines Protonengradienten {iber die
Mitochondrienmembran und damit zur oxidativen Synthese von ATP. Es ist daher zu
erwarten, da Komplex I-Inhibition in der betreffenden Zelle eine ATP-Reduktion

induziert.

3.3.2.1 Rotenonsensitivitit dopaminerger Neuronen bei akuter Applikation

Zur qualitativen Analyse wurde Rotenon in einer Konzentration von 10 pM {iber eine
Makropatchpipette direkt auf das untersuchte Neuron appliziert. Abbildung 3.10 A zeigt
eine Current-Clamp Messung eines als dopaminerg identifizierten Neurons. Dieses Neuron
war liber einen Zeitraum von iiber einer Minute mit einer gleichbleibenden Frequenz von

etwa 1,5Hz spontanaktiv. Nach Applikation von 10uM Rotenon war eine
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Hyperpolarisation auf -56 mV bei einem vdlligen Verlust der Spontanaktivitit zu
beobachten. Koapplikation des Karp-Kanalblockers Tolbutamid in einer Konzentration
von 100 uM konnte die rotenoninduzierte Hyperpolarisation komplett autheben, so daf} das
Neuron wieder spontan Aktionspotentiale generierte. Die Wirkung des Tolbutamids war
komplett reversibel; im Gegensatz dazu war die Rotenonwirkung im zeitlichen Rahmen

des Experiments irreversibel (>50 min Auswaschzeit).
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Abb. 3.10: Rotenon aktiviert Karp-Kanale in dopaminergen SNpc Neuronen

Die Abbildung zeigt die Aktivitats- und Membranstromanderung von zwei dopaminergen SNpc Neuronen nach
akuter Applikation des Atmungskettenblockers Rotenon in Current-Clamp (A) bzw. Voltage-Clamp (B/C)
Messungen (Mef3protokolle siehe 2.3.4.3). Applikation von 10 uM Rotenon fiihrte zur Hyperpolarisation und zu
einem vollstandigen Verlust der Spontanaktivitdt des Neurons in (A). Koapplikation des Kartp-Kanalblockers
Tolbutamid (100 uM) konnte den Rotenoneffekt komplett aufheben. Eine entsprechende Voltage-Clamp
Messung ist in (B) gezeigt. Applikation von Rotenon filhrte zu einer Stromzunahme von ca. 250 pA, die
ebenfalls durch Koapplikation von Tolbutamid komplett blockiert werden konnte. Stromantworten auf
Spannungsrampen vor und nach Rotenonapplikation (C) zeigten, dal® dieser rotenoninduzierte Strom ein
Umkehrpotential von ca. —100 mV besaR (berechnetes Gleichgewichtspotential fiir K*: -102 mV). Die jeweilige
Applikationsdauer wird durch die horizontalen Balken angezeigt.

Abbildung 3.10B und C zeigen vergleichbare Experimente fiir Voltage-Clamp
Messungen. Grafik B gibt die mittlere Stromantwort auf einen Testpuls von -60 mV auf
-50 mV im Abstand von 10 s wieder. 10 uM Rotenon fiihrte in diesem und fiinf weiteren

Neuronen zu einer deutlichen Strom- und damit Leitfdhigkeitszunahme (2,010,2 nS), die
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ebenfalls durch Koapplikation von 100 uM Tolbutamid vollstdndig blockiert wurde. Die
Stromantworten auf Spannungsrampen von -120 bis -40mV vor und nach Applikation von
Rotenon zeigten, dall der induzierte Membranstrom ein mittleres Umkehrpotential von
-101£0,8 mV  besal (vgl. Abb. 3.7C). Dieser Wert dicht am berechneten
Gleichgewichtspotential fiir K™ von -102 mV legt nahe, daB auch diese rotenoninduzierte
und tolbutamidsensitive Leitfahigkeit von Ksrp-Kanélen vermittelt wurde. Um auch diese
Membranstrome mit der Expression von Karp-Kanal Untereinheiten zu korrelieren,
wurden ebenfalls kombinierte sScPCR-Experimente durchgefiihrt. Es muf} aber angemerkt
werden, dal wiederum nur diejenigen Neuronen ausgewertet wurden, die einen
eindeutigen Effekt auf akute Rotenonapplikation zeigten, und die zudem eindeutig positive
Signale in der Einzelzell-PCR lieferten, da wie schon bei der akuten Applikation von
Diazoxid, eine Subpopulation von dopaminergen Neuronen nicht auf die Applikation von
Rotenon reagierte. In allen sieben auf diese Weise analysierten dopaminergen Neuronen
wurde SUR1-Expression in Kombination mit Kir6.2 nachgewiesen.

Diese qualitativen Befunde bestdtigen zum einen das Vorhandensein von Karp-Kanélen
in dopaminergen SN Neuronen und legen zum anderen den Schlufl nahe, daB SURI+
Kir6.2 vermittelte Ksrp-Kanile in dopaminergen Neuronen durch 10 pM Rotenon aktiviert
und durch 100 uM Tolbutamid komplett blockiert werden konnen. Diese Experimente
ergaben jedoch keinen Hinweis darauf, ob ein zweiter, SUR2-vermittelter Typ von Karp-
Kanal mit einer geringeren Rotenonsensitivitdt in einer Teilpopulation der dopaminergen

Neuronen funktionell exprimiert wird.

3.3.2.2 Effekte nach Priinkubation mit Rotenon

Zur Kldrung der Frage, ob dopaminerge Neuronen der Substantia nigra auf
Proteinebene wirklich nur einen Typ von Karp-Kandlen mit Rotenonsensitivitét
exprimieren, oder ob auch ein zweiter SUR2-vermittelter funktioneller Karp-Kanal
exprimiert wird, der eine geringere metabolische Sensitivitit aufweist, mufite die
Rotenonwirkung quantitativ untersucht werden. Die akute Applikation von Rotenon war
dafiir aus den oben genannten Griinden nicht geeignet.

Zur quantitativen Bestimmung der Rotenonsensitivitdt von SN Neuronen wurden von
Dr. Jochen Roper Rotenon-Prdinkubationsexperimente mit ATP-freier intrazelluldrer
Pipettenlosung durchgefiihrt. Fiir diese Experimente wurden die Hirnschnitte vor der
elektrophysiologischen Messung fiir mindestens 30 min mit Rotenon in Konzentrationen

von 1 nM bis 10 uM inkubiert (vgl. 2.3.2.2). Da Rotenon ein Zellgift ist (Hartley et al.,
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1994), fiihrten hohere Rotenonkonzentrationen zu einer schnellen Zerstérung des gesamten
Hirnschnitts. Der Vorteil der Prainkubation ist, daf} alle Neuronen eines Gewebeschnitts zu
jedem Zeitpunkt des Versuchs derselben Rotenonkonzentration ausgesetzt waren. In
Whole-Cell Messungen wurde das Membranpotential sowie die Leitfdhigkeit bestimmt.
Anschliefend wurde das Neuron iiber einen Zeitraum von 5 min mit der ATP-freien
Pipettenlosung dialysiert, um durch ATP-Auswascheffekte induzierte zusétzliche Katp-
Leitfdhigkeiten zu beobachten. Mit Hilfe dieser Experimente konnten zwei Populationen
von dopaminergen Neuronen mit deutlich unterschiedlicher Rotenonsensitivitét bestimmt
werden. Die Abbildung 3.8 zeigt die mit Hilfe der Hillgleichung (vgl. 2.3.5.3)

beschriebenen unterschiedlichen Rotenon Dosis-Wirkungskurven.
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Abb. 3.11: Quantitative Analyse unterschiedlicher Rotenonsensitivititen dopaminerger
SNpc Neuronen

Die Abbildungen zeigen die mit Hilfe der Hillgleichung (siehe 2.3.5.3) beschriebenen Dosis-Wirkungskurven
fiir Rotenon nach Prainkubation des Hirnschnitts in Konzentrationen von 1 nM bis 10 uM. Eine Population von
dopaminergen SNpc Neuronen wies eine hohe Rotenonsensitivitdit mit einem ECso-Wert von 16,2 bzw.
14,4 nM beziglich der mittleren induzierten Leitfahigkeit (zwischen -112 und -80mV) bzw. der
Hyperpolarisation auf (A/B). Eine zweite Population von dopaminergen Neuronen zeigte eine deutlich
geringere Rotenonsensitivitat mit einem ECso von 3,6 bzw. 1,2 yM beziglich der induzierten Leitfahigkeit bzw.
Hyperpolarisation (C/D). Alle Datenpunkte sind Mittelwerte von 6-10 Experimenten. Die vertikalen Linien
geben die Standardabweichungen der Mittelwerte an (SEM). Die Linien entsprechen jeweils den aus den
Datenpunkten ermittelten Hill-Funktionen.
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Eine Population von Neuronen wies eine hohe Rotenonsensitivitdt mit einem ECsy von
16,2nM und einem Hill-Koeffizienten von 0,94 in Bezug auf die induzierten
Leitfdhigkeiten (max. 7,1 nS) auf (Abb. 3.11 A). Bei Auswertung der Hyperpolarisationen
(max. -68.1 mV) ergab sich fiir diese Gruppe von Neuronen ein vergleichbarer ECso-Wert
von 14,5 nM sowie ein Hill-Koeffizient von 0,78 (Abb. 3.11 B). Eine zweite Population
von dopaminergen Neuronen zeigte auch bei einer Rotenonkonzentration von 10 uM noch
keine vollstindige Aktivierung dieser Kaliumleitfdhigkeit (max. 3,9 nS). Aus den
rotenoninduzierten Leitfdhigkeiten lieB sich fiir diese Neuronen eine deutlich geringere
Rotenonsensitivitdit mit einem ECsy von 3,6 uM bei einem Hill-Koeffizienten von 1,0
bestimmen (Abb. 3.11 C). Die Auswertung der Membranpotentiale (max. -58.3 mV) ergab
einen ECsy von 1,2 uM und einen Hill-Koeffizienten von ebenfalls 1,0 (Abb. 3.11 D).

Zur weiteren Untersuchung dieser beiden, iiber 200fach unterschiedlichen
Rotenonsensitivititen in dopaminergen SN Neuronen erwies sich die Konzentration von
100 nM als besonders geeignet, da bei dieser Konzentration die hochaffine Subpopulation
eine schon zu Beginn der Whole-Cell Messung vollstindig aktivierte Kaliumleitfahigkeit
sowie starke Membranhyperpolarisation zeigte, wahrend eine zweite Population noch eine
vollig normale Leitfahigkeit und Spontanaktivitit aufwies. Durch Dialyse mit ATP-freier
Pipettenlosung konnte aber auch in dieser Population in 100 nM Rotenon eine

entsprechende Kaliumleitfahigkeit vollstindig aktiviert werden.

3.3.2.3 Kombination von Rotenon-Priainkubation und scPCR

Zur Klérung der Frage, ob die unterschiedlichen Rotenonsensitivititen der
dopaminergen Neuronen mit der Expression der zwei unterschiedlichen
Sulfonylurearezeptor-Isoformen (SUR1 bzw. SUR2) direkt korreliert sind, wurden
Einzelzell-PCR-Experimente nach Rotenon-Prdinkubation durchgefiihrt. Es wurde eine
Konzentration von 100 nM Rotenon gewihlt, da wie beschrieben, das Antwortverhalten
der dopaminergen Neuronen auf diese Rotenonkonzentration deutliche Unterschiede
aufwies. Sofort nach Etablierung der Whole-Cell Konfiguration wurde zur Bestimmung
der Leitfdhigkeit die Stromantwort auf eine Spannungsrampe von -120 bis -40 mV
gemessen, und anschlieend das Membranpotential bestimmt. Direkt nach diesen kurzen
Messungen wurde das Zytoplasma zur FEinzelzell-PCR-Analyse der Karp-Kanal
Expression geerntet. Neunzehn TH und Girk2 positive Substantia nigra Neuronen wurden

in diesen kombinierten Experimenten analysiert.
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Abb. 3.12: Kombination von Rotenon-Prainkubation und Einzelzell-PCR

Die Abbildung zeigt die scPCR-Analyse fiir drei dopaminerge SNpc Neuronen, die nach Prainkubation des
Hirnschnitts in 100 nM Rotenon deutlich unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften aufwiesen.
Nach Aufnahme des Membranpotentials im Current-Clamp und einer Spannungsrampe (von -120 bis -40 mV
und 8 mv/100 ms) im Voltage-Clamp wurde der Zellinhalt des untersuchten Neurons in die Pipette gesaugt
und in der scPCR auf Expression von Karp-Kanal Untereinheiten untersucht (gelelektrophoretische Analyse
entsprechend. Abb. 3.5). Das Neuron in (A) war sehr stark hyperpolarisiert, zeigte groRe Leitfahigkeiten und
gab in der scPCR positive Signale fir die Katp-Kanal Untereinheiten SUR1 und Kir6.2. Das Neuron in (B)
zeigte ein elektrophysiologisches Verhalten wie unter Kontrollbedingungen und lieferte PCR-Signale fir SUR2
und Kir6.2. Das Neuron in (C) zeigte bei leichter Hyperpolarisation einen Verlust der Spontanaktivitat und
lieferte PCR-Amplifikate von sowohl SUR1 als auch SUR2 in Kombination mit Kir6.2.

Sechs exprimierten SUR1 in Kombination mit Kir6.2, sieben Neuronen zeigten

Expression von SUR2 mit Kir6.2 und weitere sechs Neuronen zeigten Koexpression von
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SURI1 und SUR2 in Kombination mit Kir6.2. Die Haufigkeiten der drei unterschiedlichen
SUR-Expressionsmuster stimmen gut mit der ermittelten Verteilung unter metabolischen
Kontrollbedingungen {iberein (vgl. 3.2.2.3). Die Neuronen der Kontrollgruppe zeigten in
ihrem elektrophysiologischen Verhalten keinerlei Unterschiede (mittlere Leitfahigkeiten
im Bereich zwischen —112 und —80 mV: SURI1: 1,540,1 nS (n=12); SUR2: 1,4+0,2 nS
(n=7); SUR1+2: 1,5+0,3 nS (n=4); vgl. auch 3.2.1.1). Im Gegensatz dazu unterschieden
sich die in 100 nM Rotenon priinkubierten dopaminergen SN Neuronen stark in ihren
elektrophysiologischen Eigenschaften. Die Abbildung 3.12 gibt fiir alle drei Typen von
Expressionsmustern jeweils ein typisches Beispiel. Das Neuron in A zeigte eine deutliche
Membranhyperpolarisation von -76 mV und eine sehr hohe Membranleitfihigkeit von
13 nS. Dieses Neuron exprimierte SURI und Kir6.2. Im Gegensatz dazu zeigt das Neuron
in B die fiir dopaminergen Neuronen typische Spontanaktivitit und auch die
Membranleitfidhigkeit war mit 1,5 nS im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht erhoht. Die
Einzelzell-PCR dieses Neurons lieferte positive Signale fiir SUR2- und Kir6.2-Expression.
Das Neuron in C wies eine geringe Hyperpolarisation von -51 mV und eine leicht erh6hte
Membranleitfdhigkeit von 4 nS auf und zeigte mRNA-Koexpression von Kir6.2 und
beiden SUR-Isoformen, SUR1 und SUR2.
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Abb. 3.13: Korrelation von metabolischer Sensitivitat und alternativer SUR-Expression

Gezeigt ist die statistische Auswertung der kombinierten scPCR-Experimente nach Prainkubation des
Hirnschnitts in 100 nM Rotenon (vgl. Abb. 3.12). Analysiert wurden 19 elektrophysiologisch und
molekularbiologisch als dopaminerg identifizierte SN Neuronen. Das Blockdiagramm in (A) vergleicht die
durchschnittlichen Leitfahigkeiten zwischen -112 und —80 mV der drei beziiglich der SUR-Isoform-Expression
unterschiedlichen Populationen von dopaminergen SNpc Neuronen. In (B) sind entsprechend die
durchschnittlichen Membranpotentiale aufgetragen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen der
Mittelwerte an (SEM). Die Sternchen (*) weisen auf die mittels t-Test ermittelten signifikanten Unterschiede
der Werte der drei Populationen hin (SUR1/SUR2: p<0,0005; SUR1/SUR1+2: p<0,05; SUR1+2/SUR2:
p<0,05).
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Abbildung 3.13 faBt die Korrelation von SUR-Isoform-Expression und
rotenoninduzierter Membranleitfahigkeit sowie Membranhyperpolarisation zusammen. Die
statistische Auswertung aller 19 in der Einzelzell-PCR analysierten Neuronen zeigt, dal3
die Korrelation von SUR1-Expression mit hoher Membranleitfahigkeit (A) und deutlicher
Membranhyperpolarisation (B), sowie die Korrelation von SUR2-Expression mit im
Vergleich zu Kontrollen unverdndertem elektrophysiologischem Verhalten, eindeutig
signifikant ist (p<0,0005). Diejenige Neuronenpopulation, die Koexpression von SURI
und SUR2 zeigte, lag sowohl mit dem mittleren Membranpotential als auch der mittleren
Membranleitfahigkeit jeweils zwischen den entsprechenden Werten fiir die exklusiv

SURI- oder SUR2-exprimierenden Populationen (p<0,05).

3.3.3 Tolbutamidsensitivitit der rotenoninduzierten Kaliumleitfihigkeit
3.3.3.1 Tolbutamidsensitivitit dopaminerger SN Neuronen

Die bisher dargestellten Ergebnisse legen nahe, dal die unterschiedliche
Rotenonsensitivitdt von Neuronen direkt durch die Expression von unterschiedlichen Kap-
Kanaltypen vermittelt wird. Die Kombinationsexperimente unter 3.3.2 zeigten eindeutig,
dafl eine hohe Sensitivitdt der dopaminergen Neuronen gegeniiber einer Komplex I-
Inhibition direkt mit der Expression von SUR1 und Kir6.2 korreliert ist. Der aus diesen
Untereinheiten gebildete Karp-Kanal zeigt in heterologen Untersuchungen eine hohe
Affinitdt fiir Sulfonylharnstoffe (Inagaki et al., 1995a). Die Expression von Kir6.2 mit der
Isoform SUR2B ist mit einer ca. 200fach geringeren Rotenonsensitivitét korreliert. Der aus
diesen Untereinheiten gebildete Karp-Kanal zeigt in heterologen Untersuchungen eine
deutlich niedrigere Sulfonylharnstoffsensitivitit (Isomoto et al., 1996b). Gelten diese
Unterschiede nicht nur fiir die rekombinanten Kanile, sondern auch fiir native neuronale
Karp-Kanile, miifiten diese ebenfalls unterschiedliche Tolbutamidsensitivitidten aufweisen
(vgl. Tab 3.1).

Einen Hinweis auf die Existenz von mindestens zwei Subpopulationen von
rotenonsensitiven dopaminergen Neuronen mit unterschiedlichen Affinitéten fiir den Karp-
Kanalblocker Tolbutamid lieferten die Ergebnisse von Prdinkubationsexperimenten, in
denen sowohl Rotenon als auch Tolbutamid in unterschiedlichen Konzentrationen in die
Perfusionslosung gegeben wurde. Nach Prdinkubation mit 100 nM Rotenon und
gleichzeitig 100 uM Tolbutamid zeigten alle untersuchten Neuronen eine normale

Aktivitit und eine den Kontrollzellen entsprechende mittlere Leitfdhigkeit. Dies legt den
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Schluf8 nahe, daB Rotenon in dieser Konzentration keine Kaliumleitfdhigkeit mit einer
geringen Tolbutamidsensitivitit aktivieren konnte. Nach Prdinkubation des Hirnschnitts
mit 10 uM Rotenon und 100 uM Tolbutamid wiesen die Neuronen dagegen eine
durchschnittlich erhohte Leitfahigkeit auf. In dieser hohen Konzentration kann Rotenon
also eine Kaliumleitfahigkeit mit deutlich niedrigerer Tolbutamidaffinitit aktivieren, die
entsprechend in Anwesenheit von 100 uM Tolbutamid nur teilweise blockiert war. Tabelle

3.2 fait die Ergebnisse dieser Experimente zusammen.

Priinkubations- | Kontrolle; 100 nM 100 nM Rotenon + 10 uM 10 uM Rotenon +
losung: ACSF Rotenon 100 pM Tolbutamid Rotenon 100 uM Tolbutamid
Leitfahigkeit 1,510,1 4,510,2 1,610,1 7,7£0,9 2,810,2
[nS] (n=12) (n=8) (n=10) (n=R) (n=R)
Tab. 3.2: Leitfahigkeiten dopaminerger SN Neuronen nach Prainkubation mit Rotenon und Tolbutamid

Die Tabelle fafit die Priinkubationsexperimente mit unterschiedlichen Konzentrationen an Rotenon und
Tolbutamid zusammen. Fiir insgesamt 46 elektrophysiologisch als dopaminerg identifizierte SNpc Neuronen
wurde die mittlere Leitfahigkeit zwischen -112 und —80 mV bestimmt (Erlduterungen siche Text).

Die unterschiedlichen Tolbutamidsensitivitdten der SN Neuronen wurden von Dr. Jochen
Roper quantitativ analysiert. Zur vollstindigen Aktivierung der Karp-Kanéle in allen
Populationen von dopaminergen Neuronen wurde eine Priinkubation mit 100 nM Rotenon
und eine anschlieBende Dialyse von mind. 5 min Dauer mit ATP-freier Pipettenlésung
gewdhlt. Nach vollstindiger Kanalaktivierung wurde mittels einer Applikationspipette
Tolbutamid in aufsteigenden Konzentrationen von 100 nM bis zu 1 mM auf das zu
untersuchende Neuron appliziert. Aus den Stromamplituden bei —50 mV wurde gemil
2.3.5.3 jeweils der ECso-Wert und der Hill-Koeffizient ermittelt.

Auch in diesen Experimenten zeigten die dopaminergen SN Neuronen wieder ein
heterogenes Verhalten. Gemal3 ihrer unterschiedlichen Affinitat fiir Tolbutamid lieBen sich
drei Populationen von dopaminergen Neuronen unterscheiden (Abb. 3.14; vgl. auch Abb.
3.15). Neun von 23 analysierten Neuronen wiesen hohe Tolbutamidsensitivititen mit
einem mittleren ICso-Wert von 8,8+1,0 uM und einem mittleren Hill-Koeffizienten von
1,240,1  auf. Sechs dopaminerge Neuronen zeigten deutlich niedrigere
Tolbutamidsensitivititen mit einem mittleren ICsp-Wert von 60,615,1 uM bei einem
mittleren Hill-Koeffizienten von 1,0+0,1. Eine dritte Population von acht dopaminergen
Neuronen zeigte mittlere Tolbutamidsensitivititen. Diese wurde durch eine einzige
Hillgleichung mit einem mittleren ICsy von 27,841,9 uM und einem mittleren Hill-

Koeffizienten von 1,1£0,1 besser beschricben, als durch die Summe zweier
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Hillgleichungen mit jeweils einem hohen und einem niedrigen ICs)-Wert. Diese
Ergebnisse liefern einen weiteren Beleg dafiir, dal3 die dopaminergen Neuronen tatsdchlich
mindestens zwei Typen von Karp-Kanédlen mit unterschiedlichen Rotenon- und

Sulfonylharnstoffsensitivititen funktionell exprimieren.

1,0 O DA ICg=60,6%51uM
Y DAl ICg=27,611,9 uM
0.87 ® DAl ICso= 88 *1,0uM
3
c 0,67
H
~
H
0,4
0,2
0 I I I
0.1 1 10 100 1000

Tolbutamid (uM)

Abb. 3.14: Quantitative Analyse der Tolbutamidsensitivitdten der Karp-Kanale in
dopaminergen SNpc Neuronen
Nach vollstandiger Aktivierung aller ATP-sensitiven Stréme durch Rotenon-Prainkubation und Auswaschen
von ATP wurden diese durch Tolbutamidapplikation in steigenden Konzentrationen (100 nM bis 1 mM)
blockiert. Von 23 elektrophysiologisch als dopaminerg identifizierten SNpc Neuronen wurden auf diese Weise
die Dosis-Wirkungskurven bestimmt (vgl. 2.3.5.3; po=I/Imax, bei -50 mV). Neun Neuronen wiesen eine hohe
Affinitat fur Tolbutamid auf (DA-IIl), sechs zeigten eine deutliche geringere Sensitivitdt (DA-I) und in acht
Neuronen wurde eine Tolbutamidsensitivitat ermittelt, die zwischen diesen beiden Affinitaten lag (DA-II). Alle
Datenpunkte sind Mittelwerte von 6-9 unabhangigen Experimenten. Die vertikalen Linien geben die

Standardabweichungen der Mittelwerte an (SEM). Die Linien entsprechen jeweils den aus den Datenpunkten
ermittelten Hill-Funktionen.

3.3.3.2  Tolbutamidsensitivitit GABAerger SNpr Neuronen

Nach den Ergebnissen der Einzelzell-PCR, und im Einklang mit Befunden anderer
Arbeitsgruppen, exprimieren GABAerge Neuronen der SNpr ebenfalls funktionelle Karp-
Kanile (Schwanstecher und Panten, 1993; Stanford und Lacey, 1996). Von Dr. Jochen
Roper durchgefiihrte Prainkubationsexperimente mit 100 nM Rotenon zeigten in allen
analysierten SNpr Neuronen schon zu Beginn der Whole-Cell Messung die vollstindige
Aktivierung einer tolbutamidsensitiven Kaliumleitfahigkeit. Im Gegensatz zu den
dopaminergen Neuronen und im Einklang mit den scPCR-Ergebnissen wurde fiir alle acht
analysierten GABAergen SNpr Neuronen eine gleich hohe Tolbutamidsensitivitit mit

einem mittleren ICsp-Wert von 8,7+1,7 uM und einem mittleren Hill-Koeffizienten von
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1,1£0,1 ermittelt. Dieser Wert entspricht dem ICso-Wert derjenigen Subpopulation von

dopaminergen Neuronen mit der hochsten Affinitit fiir Tolbutamid (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: SN Neuronen exprimieren Karp-Kandle mit unterschiedlichen Tolbutamid-
sensitivitaten

Das Blockdiagramm zeigt die mittleren ICso-Werte fiir Tolbutamid der drei unterschiedlichen Populationen von

dopaminergen SNpc Neuronen (DA-l, DA-II, DA-Ill, vgl. Abb.3.14) und fiir die homogene Population der

GABAergen SNpr Neuronen (GABA). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Mittelwerte wider.

Die Sternchen (*) zeigen die Signifikanz der unterschiedlichen Tolbutamidsensitivitaten von DA-I und DA-Il im

Vergleich zu DA-IIl oder GABA an p<0,0005). Die Einblendung gibt die mittlere Dosis-Wirkungskurve von acht
GABAergen SNpr Neuronen wieder (Darstellung entsprechend Abb. 3.14).

Aufgrund der homogenen Expression von Karp-Kanal Untereinheiten in GABAergen
SNpr Neuronen ist es sehr wahrscheinlich, dall die rotenoninduzierte Kaliumleitfahigkeit
mit hoher Tolbutamidsensitivitdt in diesen Neuronen, sowie in der entsprechenden
Subpopulation von dopaminergen Neuronen (DA-III) direkt durch Karp-Kanéle vermittelt
wird, die aus den Untereinheiten SUR1 und Kir6.2 gebildet werden. Im Gegensatz dazu
fiihrt die Expression von SUR2 und Kir6.2 in einer zweiten Population von dopaminergen
Neuronen (DA-I) sehr wahrscheinlich zur Bildung von funktionellen Karp-Kanélen, die
eine deutlich geringere Sensitivitdt fiir Tolbutamid sowie metabolische Inhibition
aufweisen. Die Implikationen der Koexpression beider SUR-Isoformen wird unter 4.3.2

diskutiert.
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3.4 Charakterisierung von dopaminergen SN Neuronen in weaver-Miusen

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der elektrophysiologischen
und molekularbiologischen Charakterisierung der dopaminergen Neuronen von 14 Tage
alten weaver-Miusen. Wie unter 1.2.1 ndher erldutert, liegt dem weaver-Phianotyp eine
Punktmutation (G—A) in der Porenregion des Girk2-Gens zugrunde, welche die
Eigenschaften funktioneller Girk2-Kanidle entscheidend zu &ndern vermag. Da der
elektrophysiologische Phéinotyp der dopaminergen weaver Neuronen noch nicht
beschrieben war, wurden diese elektrophysiologisch charakterisiert. Da die weaver-Maus,
wie beschrieben, ein Tiermodell fiir die differentielle Vulnerabilitdit dopaminerger
SN Neuronen darstellt, wurde auBlerdem auf Einzelzellebene untersucht, ob ein
molekulares Korrelat fiir das selektive Uberleben einer Teilpopulation der dopaminergen
Neuronen definiert werden kann. Sollte es gelingen, Kandidatengene zu identifizieren,
konnte dies moglicherweise den Zugang zu einem besseren Verstindnis der generellen

Mechanismen selektiver Neurodegeneration liefern.

3.4.1 Genotypisierung der weaver-Miuse

Da heterozygote weaver-Méuse keinen erkennbaren Phénotyp aufweisen, wurde der
Genotyp zur Differenzierung zwischen homozygot gesunden und heterozygoten Tieren des
weaver-Stamms molekularbiologisch bestimmt. Nach genomischer DNA-Isolierung und
PCR-Amplifikation eines geeigneten Teilbereichs des Girk2-Gens wurde die PCR-
Amplifikate direkt sequenziert (vgl. 2.2.4 und 2.2.7.4). Abbildung 3.16 zeigt die
Fluoreszenzauswertung dreier Sequenzierreaktionen. Tier A liefert an Position 953 ein
eindeutiges Signal fiir G, ist also gesund, Tier B zeigt ein eindeutiges Signal fiir A, ist also
homozygot krank. Tier C hingegen gibt sowohl Signal fiir A als auch fiir G, trdgt also
beide Allele und ist demnach heterozygot fiir die weaver-Mutation. Alle entsprechenden
Sequenzierungen lieferten mit wenigen Ausnahmen vergleichbare, eindeutig
unterscheidbare Fluoreszenssignale, so dafl die molekularbiologische Bestimmung des
weaver-Genotyps fiir die im Rahmen dieser Arbeit analysierten Tiere des weaver-

Hybridstammes eindeutig war.
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A GAAACCACCATCGGTTATGGC TACC
953

953

Abb. 3.16: Genotypisierung der weaver-Mause

Gezeigt sind Ausschnitte von drei Sequenzanalysen genomischer Girk2-Teilbereiche. Die genomische DNA
stammte jeweils aus Mausschwanz-Biopsien und wurde nach PCR-Amplifikation einer Teilsequenz des 5.
Exons des Girk2-Gens (Nukleotid 644 bis 1365 der codierenden Sequenz) sequenziert. Der weaver-Phanotyp
wird durch eine Punktmutation an Position 953 (G—A) des Girk2-Gens bewirkt. Das Tier in (A) zeigt an
Position 953 ein eindeutiges Fluoreszenzsignal fiir G, ist also nicht von der Mutation betroffen. Das Tier in (B)
dagegen weist an der gleichen Position ein eindeutiges Signal fir A auf, ist also homozygot flr die weaver-
Mutation. In der dritten Sequenz in (C) kann dagegen an Position 953 (N) sowohl ein Fluoreszenzsignal fur G

als auch fir A identifiziert werden. Dieses Tier tragt also ein gesundes und ein mutiertes Girk2-Allel. Grau
unterlegt ist jeweils das Basentriplett, das fiir Glycin bzw. Serin (in weaver) kodiert.

3.4.2 Tyrosinhydroxylase Immuncytochemie

Fiir die elektrophysiologischen und die molekularbiologischen Untersuchungen wurden
Tiere im Alter von 13-15 Tagen ausgewdhlt. In homozygoten weaver-Médusen setzt die
Degeneration der dopaminergen Neuronen der Substantia nigra zu diesem Zeitpunkt
massiv ein; es sind bereits ca. 30% der dopaminergen Neuronen degeneriert. Um diesen
Verlust zu belegen, wurden Tyrosinhydroxylase Antikorperfarbungen koronarer
Mittelhirnschnitte von gesunden und homozygot kranken 15 Tage alten weaver-Mausen
durchgefiihrt und diese mit entsprechenden Fiarbungen von adulten Geschwistertieren (90

Tage) verglichen. Abbildung 3.17 zeigt die TH-Antikorperfarbungen.
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Abb. 3.17: Tyrosinhydroxylase Immuncytochemie von Mausen des weaver-Stamms

Gezeigt sind DAB-Farbungen koronarer Mittelhirnschnitte vergleichbarer Ebenen aus vier Mausen des
weaver-Stamms nach Tyrosinhydroxylase Antikérperreaktion (vgl. 2.4). Die auf der linken Bildseite
abgebildeten Tiere waren jeweils genotypisch als gesund identifiziert (A/C), die auf der rechten Bildseite
abgebildeten Tiere waren homozygot von der weaver-Mutation betroffen (B/D). Die obere Reihe zeigt die
DAB-Farbungen fiir zwei 14 Tage alte Geschwistertiere (A/B), die untere Reihe entsprechend die Farbungen
von zwei adulten (90 Tage alten) Geschwistertieren (C/D). Die Reduktion der Anzahl der gefarbten Neuronen
in der SNpc Region ist bereits im 14 Tage alten weaver Tier (B) zu erkennen und ist im adulten weaver-Tier
(D) im Vergleich zu den gesunden Geschwistertieren (A/C) sehr stark ausgepragt.

Im adulten gesunden Tier des weaver-Stammes (C) erkennt man deutlich das typische
Band der groen TH positiven dopaminergen Neuronen der SNpc, wéhrend im
entsprechend homozygot erkrankten weaver-Geschwistertier (D) kaum noch TH positive
Neuronen gefdrbt wurden. Im Vergleich dazu sind in der 14 Tage alten erkrankten weaver-
Maus (B) noch deutlich mehr TH positive Neuronen zu erkennen. Dennoch ist auch hier
im Vergleich zum entsprechend gesunden Geschwistertier (A) eine eindeutige Reduktion

dieser Neuronen festzustellen.
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3.4.3 Elektrophysiologische Charakterisierung der dopaminergen wyvNeuronen
3.43.1  Elektrophysiologische Grundcharakterisierung

Im Vergleich zu gesunden Geschwistertieren (+/+) zeigten die dopaminergen Neuronen
von homozygoten weaver-Méausen (wv/wv) deutliche Unterschiede in ihrem
elektrophysiologischen Verhalten. Abbildung 3.18 A/B zeigt diese Unterschiede in der

Current-Clamp Messung.

A weaver (Wv/wv) B Wildtyp (+/+)
omv l l ’ 0omv
WJ\\/
20 mv 20 mvV
% %
C D

0nA —k————"“" o

Abb. 3.18: Elektrophysiologische Charakterisierung der dopaminergen weaver Neuronen
Gezeigt sind das Spontanverhalten (Current-Clamp, A/B) und die Stromantworten auf Spannungsrampen von
-120 bis -40 mV (Voltage-Clamp, C/D) fir jeweils ein dopaminerges SN Neuron einer erkrankten weaver-

Maus (wv/wv) und eines gesunden Geschwistertiers (+/+). Man erkennt im weaver Neuron den Verlust der
normalen Spontanaktivitat bei einer deutlich erhéhten Leitfahigkeit (A/C).

Wihrend die SN Neuronen in gesunden Tieren, ebenso wie in C57Bl/6J Méusen,
spontanaktiv waren (vgl. auch Abb. 3.2 A), zeigten die entsprechenden Neuronen in
weaver-Méusen  keinerlei Spontanaktivitit ~ und  wiesen eine tonische
Membrandepolarisation auf. Spannungsrampen von -120 bis -40 mV =zeigten in
weaver Neuronen im Vergleich zum Wildtyp eine deutlich hohere Leitfahigkeit (Abb.
3.18 C/D). Heterozygot betroffene weaver-Miuse zeigten ebenfalls eine signifikant
erhohte mittlere Leitfahigkeit, aber nur eine leichte Depolarisation im Vergleich zum
Wildtyp, die dennoch in ca. 70% der dopaminergen Neuronen zu einem Verlust der

Spontanaktivitit fiihrte.
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Tabelle 3.3 faft die elektrophysiologischen Ergebnisse flir alle 40 analysierten
weaver Neuronen (wv/wv) sowie fiir 29 Neuronen von heterozygoten (wv/+) bzw. 15

Neuronen gesunder Geschwistertiere (+/+) zusammen.

weaver (WV/WvV) Hetero (wv/+) Wildtyp (+/+)
n=40 n=29 n=15
Spontanaktivitit 0% 30% 100%
Membranpot. [mV] -34+1,2 -38,0£2,8 -43,5+0,9
Leitfihigkeit [nS] 6,7£0,9 5,240,6 1,6+0,2
Tab. 3.3: Elektrophysiologische Eigenschaften von dopaminergen SNpc Neuronen des weaver-Stamms

Zusammengestellt ist der Prozentsatz an spontanaktiven SN Neuronen, das mittlere Membranpotential und
die mittlere Leitfahigkeit im Potentialbereich von —112 bis —80 mV fir 40 analysierte weaver Neuronen, 29
Neuronen aus heterozygoten Tieren sowie 15 Neuronen gesunder Tiere des weaver-Stamms.

Tabelle 3.4 zeigt, daB3 die dopaminergen Neuronen von gesunden Tieren des weaver-
Stamms in ihrer Spontanaktivitit keine signifikanten Unterschiede zu denen von C57B1/6J-
Tieren aufwiesen. In dopaminergen Neuronen von heterozygoten Tieren war dagegen die
Schwelle und die maximale Nachhyperpolarisation (AHP) der Aktionspotentiale
signifikant (p<0,05) erniedrigt. Da der elektrophysiologische Phéinotyp der heterozygoten
weaver-Méuse nur leicht gedndert erschien, wurden fiir die eingehendere Untersuchung
des Phénotyps der dopaminergen weaver Neuronen nur noch homozygot erkrankte (wv/wv)

mit gesunden Wildtyp-Tieren (+/+) des weaver-Stamms verglichen.

Hetero (wv/+) Wildtyp (+/+) C57Bl/6J
n=10 n=15 n=40
Schwelle [mV] -31,410,9 -36,610,8 -36,310,8
Dauer [ms] 7,0+0,3 7,5+0,4 8,0+0,5
max. AHP [mV] -53,8+2,5 -58,5+1,3 -57,2+1,1
Frequenz [Hz] 1,510,4 1,4+0,7 1,8+0,1
Tab. 3.4: Aktionspotentiale und Spontanaktivitdt von dopaminergen SNpc Neuronen

Zusammengestellt sind die durchschnittiche Schwelle, die Dauer und die maximale Nachhyperpolarisation
der Aktionspotentiale sowie die mittlere Spikefrequenz von 10 bzw. 15 spontanaktiven dopaminergen
SNpc Neuronen aus heterozygoten bzw. gesunden Tieren des weaver Stamms im Vergleich mit 40
entsprechend analysierten Neuronen aus C57BI/6J-Tieren.
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3.43.2  GTPyS-Effekt

Zur Untersuchung der Frage, ob in den weaver Neuronen noch ein Girk-Kanal
vermittelter Strom durch G-Proteine aktiviert werden kann, wurde der intrazellularen
Pipettenlosung 100 uM GTPYS zugesetzt und das jeweilige Neuron nach Etablierung der
Whole-Cell Konfiguration fiir 5 min dialysiert. GTPyS aktiviert wie GTP direkt G-
Proteine, kann aber nicht von der Go-Untereinheit hydrolysiert werden, so dal3 keine
Inaktivierung einmal aktivierter G-Proteine stattfindet. Ein Effekt von GTPYS wurde durch
fortlaufende Messung von Spannungsrampen von -120 bis -40 mV beobachtet. Abbildung
3.19 zeigt jeweils flir ein weaver und ein Wildtyp dopaminerges Neuron die

Stromantworten auf die Spannungsrampe zu Beginn der Messung und nach 5 min Whole-

Cell Dialyse.

A weaver (Wv/wv) B Wildtyp (+/+)

oA J— |;--— 0nA
f
100 uM GTPYS ‘h\, :-92 mv

| 0,5 nA |O,5 nA

10 mV 10 mV

Abb. 3.19: GTPyS-Effekt auf dopaminerge SNpc Neuronen
Gezeigt sind die Stromantworten auf Spannungsrampen fiir jeweils ein dopaminerges weaver und Wildtyp
Neuron vor und nach intrazellularer Dialyse mit 100 uM GTPyS. Das Wildtyp Neuron zeigte nach GTPyS-

Dialyse eine typische zusatzliche Leitfahigkeit mit einem Umkehrpotential von —-92 mV (B), wahrend im
weaver Neuron keine zusatzliche Leitfahigkeit aktiviert wurde (A).

In allen getesteten Wildtyp Neuronen (n=6) aktivierte 100 uM GTPYS, wie erwartet,
eine zusitzliche mittlere Leitfahigkeit von 1,240,2 nS, die ein fiir einen Kaliumstrom
charakteristisches mittleres Umkehrpotential von 92,7+2,2 mV hatte (Abb. 3.19 B). In den
entsprechenden weaver Neuronen dagegen (n=7) konnte durch GTPyS-Dialyse keine
zusitzliche Leitfahigkeit aktiviert werden (vgl. Abb. 3.19 A). Dies kdnnte zum einen
bedeuten, daB} in den dopaminergen weaver Neuronen keine funktionellen Girk-Kanéle

mehr exprimiert werden. Andererseits konnten funktionelle wvGirk2-Kanéle ihre

G-Protein vermittelte Aktivierbarkeit verloren haben, oder aber alle wvGirk2 vermittelten
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Kanile sind schon vollstindig aktiviert, so daB GTPyS keine zusitzliche Aktivierung

vermitteln kann.

3.4.3.3 QX314-Effekt

Aus den bisher gezeigten Befunden kann noch keine eindeutige Aussage dariiber
getroffen werden, ob die deutlich gednderten elektrophysiologischen Eigenschaften der
dopaminergen weaver Neuronen durch einen totalen Verlust funktioneller Girk2 Kanile
bewirkt werden (loss-of-function), oder aber ob ein funktioneller mutierter wvGirk2-Kanal
mit deutlich verdnderten Eigenschaften den beschriebenen elektrophysiologischen weaver-
Phénotyp verursacht (gain-of-function). Zur Untersuchung dieser Frage wurde die
Substanz QX314 auf dopaminerge weaver-SN Neuronen appliziert. QX314 (Calbiochem,
Bad Soden, D) ist ein unspezifischer Kationenkanalblocker. Bei interner Applikation
werden spannungsgesteuerte Natriumkanéle und der nikotinische Acetylcholinrezeptor am
effektivsten blockiert (Kofuji et al., 1996). Girk Strome konnen von hohen intrazelluldren
Konzentrationen an QX314 ebenfalls blockiert werden (Andrade, 1991). Ebenso kann der
in dopaminergen Neuronen vorkommende I, Strom von sehr hohen internen QX314
Konzentrationen (10 mM) blockiert werden (Perkins und Wong, 1995). Eine Sensitivitit
gegeniiber extern appliziertem QX314 in mikromolaren Konzentrationen ist dagegen
typisch flir rekombinante homo- und heteromere wvGirk2-Kanéle (Kofuji et al., 1996,
Slesinger et al 1996). Dies wurde ebenfalls fiir cerebellire weaver Neuronen am Slice
beschrieben (Rossi et al., 1998).

Wie in Abbildung 3.20 A gezeigt, konnte in den dopaminergen wvNeuronen tatsdchlich
nach externer Applikation von 100 uM QX314 ein Strom mit einer mittleren Leitfahigkeit
von 3,613,5 nS blockiert werden (n=8). Spannungsrampen von -120 bis 0 mV vor und
nach Applikation von QX314 zeigten, da3 der Strom ein mittleres Umkehrpotential von
-24,243,5 mV besal} (n=8). Dies weilit darauf hin, dafl ein Mischstrom blockiert wurde, der
von mehr als einer lonenart getragen ist. Die Leitfdhigkeit zwischen -112 und -80 mV
verringerte sich nach QX314 Applikation auf durchschnittlich 3,1+0,5nS und das
Membranpotential wies einen Wert von -51,312,7 mV auf (n=14). Im Gegensatz dazu
zeigten Kontrollmessungen an dopaminerge SN Neuronen aus Wildtyp-Tieren (n=6), daf3

extern appliziertes QX314 (100 uM) hier ohne Effekt blieb (Abb. 3.20 B).
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Diese Ergebnisse lassen den Schlufl zu, da3 die dopaminergen Neuronen in weaver-
Maiusen einen funktionellen, aktivierten wvGirk2-Kanal exprimieren, der seine
Kaliumselektivitdt verloren hat und durch G-Proteine zumindest nicht zusitzlich aktiviert
werden kann. Durch die Applikation von QX314 wurden wvGirk2 vermittelte Kanile
blockiert, so dal die Leitfahigkeit verringert und die Depolarisation dieser Neuronen

aufgehoben ist.
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Abb. 3.20: QX314-Effekt auf dopaminerge SNpc Neuronen

Gezeigt sind die Stromantworten auf Spannungspulse bei —50 mV im Abstand von 10 s fiir jeweils ein
dopaminerges weaver und Wildtyp Neuron bei externer Applikation von 100 uM QX314. Wahrend dieser
Kationenkanalblocker in weaver Neuronen einen Einwartsstrom von ca. 70 pA blockiert (A), zeigt die

entsprechende Applikation auf das Wildtyp Neuron keinen vergleichbaren Effekt (B). Die jeweilige
Applikationsdauer wird durch die horizontalen Balken angezeigt.

3.43.4  Tolbutamid-Effekt

Nach Applikation von QX314 zeigten die dopaminergen Neuronen in weaver-Mausen
immer noch eine im Vergleich zum Wildtyp erhohte mittlere Leitfahigkeit. Aulerdem
wiesen sie bei wvGirk2-Kanal Inhibition hyperpolarisierte Membranpotentiale auf. Dieser
Befund weist darauf hin, daB3 noch eine weitere hyperpolarisierende Leitfahigkeit zu dem
verdnderten elektrophysiologischen Phanotyp der dopaminergen wvNeuronen beitragt.

Diese zusitzliche Leitfahigkeit konnte z.B. von Kapp-Kanilen vermittelt werden. Zum
einen wurde im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt, daB mindestens zwei Typen dieser
Kanile in dopaminergen Neuronen funktionell exprimiert werden, zum anderen kdnnen
Karp-Kanédle in dopaminergen SN Neuronen durch hohe Konzentrationen an

intrazelluldren Natriumionen aktiviert werden (Seutin et al., 1996). Um zu testen, ob in den
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dopaminergen weaver Neuronen sulfonylharnstoffsensitive Kaliumleitfahigkeiten tonisch
aktiviert sind, wurde Tolbutamid in einer Konzentration von 100 uM appliziert.
Tolbutamid blockierte eine weitere kaliumselektive Leitfahigkeit von 1,8+0,3 nS mit
einem mittleren Umkehrpotential von -959+29mV (n=9) in den dopaminergen
weaver Neuronen. Tatsdchlich sind in diesen Neuronen also im Gegensatz zum Wildtyp

unter metabolischen Kontrollbedingungen Karp-Kanéle bereits aktiviert.

A B C

Kontrolle 100 uM QX314 100 uM QX314 +
100 uM Tolbutamid

mV mV
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Abb. 3.21: Tolbutamid-Effekt auf dopaminerge SNpc Neuronen in weaver-Mausen

Die Abbildung zeigt die Anderung des Membranpotentials eines dopaminergen weaver SNpc Neurons nach
Applikation von QX314 und nach Koapplikation von QX314 und Tolbutamid. Die gestrichelte horizontale Linie
gibt jeweils das durchschnittiche Membranpotential in dopaminergen Neuronen gesunder Tiere an. Das
analysierte Neuron zeigt unter Kontrollbedingungen (A) ein im Vergleich zu Neuronen aus Wildtyp-Tieren
leicht depolarisiertes Membranpotential und keine Spontanaktivitat. Applikation von 100 uM QX314 induziert

eine Hyperpolarisation in diesem Neuron (B). Bei zusatzlicher Koapplikation von 100 uM Tolbutamid zeigt das
Neuron wieder die typische Spontanaktivitat und ein dem Wildtyp vergleichbares Membranpotential (C).

Koapplikation von QX314 und Tolbutamid fiihrte zu einer mittleren Leitfahigkeit der
dopaminergen weaver Neuronen von 1,94+0,3 nS, die sich nur noch geringfiigig von dem
Wildtyp unterschied. Das Membranpotential nahm ebenfalls wieder Werte an, die dem
Wildtyp nahe kommen. Tatsdchlich konnte in einigen Messungen nach Koapplikation von
QX314 und Tolbutamid die normale spontane Aktivitdt wiederhergestellt werden (vgl.
Abb. 3.21). Generell zeigten die dopaminergen weaver Neuronen nach Koapplikation von
QX314 wund Tolbutamid eher wieder Ileicht depolarisierte Membranpotentiale
(-35,242,2 mV, n=9). Dies konnte damit erklart werden, da3 100 uM QX314 den wvGirk2
vermittelten Kationenstrom nicht zu 100% blockiert. Der ICs, fiir rekombinante
Girk1/wvGirk2 vermittelte Kandle liegt zwar bei 10,5 uM (Kofuji et al., 1996), aber in
cerebelldren weaver Kornerzellen wurde die zusétzliche tonische Leitfahigkeit mit 100 uM

QX314 nur zu 60 bis 80 % blockiert (Rossi et al., 1998).



86 Ergebnisse

3.4.4 Molekularbiologische Charakterisierung der dopaminergen wyvNeuronen

Die elektrophysiologische Charakterisierung der dopaminergen Neuronen in weaver-
Maiusen zeigte einen deutlich gednderten Phinotyp im Vergleich zum Wildtyp. Dieser
Phéinotyp wurde durch die Aktivitidt von zwei unterschiedlichen Kir-Kanaltypen bewirkt:
Zum einen durch funktionell tonisch aktive wvGirk2-Kanéle, die ihre Ionenselektivitét
verloren haben, und zum anderen durch die Koaktivierung von Kapp-Kanidlen. Zur
Untersuchung der Frage, ob der verdnderte elektrophysiologische Phénotyp, der
letztendlich die Degeneration von nur einer Subpopulation der dopaminergen
weaver Neuronen bewirkt, mit einem bestimmten Expressionsmuster von Girk-Kanédlen
oder aber Krp-Kanal Untereinheiten korreliert ist, wurden entsprechende Einzelzell-PCR

Analysen durchgefiihrt.

34.4.1 scPCR-Detektion von Girk1-4-Kanilen

Die Frage, wie sich die weaver Mutation auf die Funktion heteromerer Girk-Kanile
auswirkt, ist nicht eindeutig beantwortet. Kofuji et al. zeigten 1996, daBl die wvGirk2-
Kanaluntereinheit einen dominant negativen gain-of-function Effekt in funktionellen
Girk1/wvGirk2-Kanélen besitzt. Andere Studien zeigten dagegen, dall heteromultimere
Girk1/wvGirk2-Kanéle entweder funktionslos bzw. nicht aktivierbar sind (Rossi et al.,
1998; Surmeier et al., 1996a), oder aber weiterhin kaliumselektive Strome mit stark
reduzierten Amplituden vermitteln (Slesinger et al., 1996). Es wire deshalb moglich, da3
die Koexpression von wvGirk2 mit anderen Girk-Kanilen in dopaminergen Neuronen
einen milderen elektrophysiologischen Phénotyp nach sich zieht, und so vielleicht das
Uberleben einer Subpopulation von dopaminergen Neuronen gewihrleistet.

Einzelzell-PCR-Analysen der Girkl-4-Expression in Substantia nigra Neuronen aus
Wildtyp-Mausen ergaben, da3 die dopaminergen Neuronen in der Regel allein Girk2-
mRNA exprimieren. Von 13 untersuchten TH positiven Neuronen zeigten 10
ausschlieBlich die Expression von Girk2, ein Neuron zeigte Koexpression von Girk2 und
Girk1-mRNA, zwei weitere exprimierten Girk2 in Kombination mit Girk3 (Abb. 3.22 A).
Im Gegensatz dazu exprimierten alle untersuchten GABAergen SN Neuronen immer
Kombinationen von mehreren Girk-mRNAs und nie Girk?2 allein (n=9).

Die entsprechende Einzelzell-Analyse von dopaminergen weaver Neuronen ergab einen
deutlich hoheren Anteil an Koexpression von Girk2- mit anderen Girk-mRNAs. Von 11

TH positiven Neuronen zeigten jetzt nur vier alleinige Girk2-Expression, 4x wurde



Ergebnisse 87

Koexpression von Girk2 und Girkl nachgewiesen, 2x konnte Girk2 zusammen mit Girk3-

mRNA detektiert werden (Abb. 3.22 B).

A +/+ B wWv/wv
% . . . % . . .
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Abb. 3.22: scPCR-Analyse der Girk1-4-Expression in dopaminergen SN Neuronen
Die Expression von Girk1-4-mRNA wurde flir 13 elektrophysiologisch und molekularbiologisch als dopaminerg
identifizierte Neuronen aus Wildtyp-Tieren (+/+), sowie fir 11 entsprechende Neuronen aus weaver-Mausen

(wv/wv) analysiert. Die Blockdiagramme geben jeweils die prozentuale Haufigkeit der drei unterschiedlichen
gefundenen Girk-Expressionsmuster fir Wildtyp (A) bzw. weaver Neuronen (B) wieder.

Aus Abbildung 3.23 wird aber ersichtlich, da3 die Koexpression von unterschiedlichen
Girk-Kanélen in den einzelnen analysierten weaver Neuronen nicht mit einer geringeren
mittleren Leitfdhigkeit korreliert, sondern der spezifische elektrophysiologische weaver-

Phénotyp in allen untersuchten Neuronen vergleichbar stark ausgeprigt war.
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Abb. 3.23: Korrelation von Leitfahigkeit und Girk-Expressionsprofil dopaminerger weaver
Neuronen

Die Graphik zeigt einen Vergleich der mittleren Leitfahigkeiten zwischen -112 und -80 mV und der drei
unterschiedlichen Girk-Expressionsprofile der dopaminergen weaver Neuronen aus Abb. 3.22 (B). Es zeigt
sich kein signifikanter Unterschied in den mittleren Leitfahigkeiten fiir eine der drei Neuronengruppen.
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Die Koexpressionsrate von unterschiedlichen Girk-Kanilen und damit die Moglichkeit,
heteromere Girk-Kanédle zu bilden, ist also in dopaminergen weaver Neuronen im
Vergleich zum Wildtyp erhoht. Die scPCR-Ergebnisse ergaben jedoch keinen Hinweis
dafiir, daB unterschiedliche Girkl-4-Expressionsmuster fiir das Uberleben einer

Subpopulation dieser Neuronen verantwortlich sind (vgl. 4.4.3).

3.4.4.2 scPCR-Detektion von K,rp-Kanal Untereinheiten

Da im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt wurde, daB3 dopaminerge Neuronen zwei Typen
von Karp-Kandlen mit unterschiedlicher Sensitivitit gegeniiber metabolischem Stref3
exprimieren, konnte die differentielle Expression dieser Kaliumkanaltypen in den
Mechanismus des selektiven Uberlebens einer Subpopulation von dopaminergen Neuronen
in weaver-Mdusen involviert sein. Deshalb wurde die Expression der Karp-Kanal
Untereinheiten in weaver Neuronen ebenfalls mittels Einzelzell-PCR untersucht. In
Ubereinstimmung mit den entsprechenden scPCR Ergebnissen fiir C57BIl/6] Miuse
exprimierten alle 22 analysierten TH positiven dopaminergen weaver Neuronen Girk2 und

Kir6.2 (vgl. 3.2.2.3, Abb. 3.5).

A WV/WV B +/+ C C57BI/6J
% % %
SUR1 SUR2 SUR1 SUR1 SUR2 SUR1 SUR1 SUR2 SUR1
100 - + 100 - + 100 +
SUR2 SUR2 SUR2
75 75 - 75 -
50 50 50
N N N l
. . H
n=22 n=0 n=0 n=3 n=3 n=1 n=21 n=20 n=13

Abb. 3.24: Dopaminerge weaver Neuronen exprimieren ausschlief3lich SUR1-mRNA

Die Abbildung zeigt die Einzelzell-PCR-Analyse der Karp-Kanal Untereinheiten Expression von
elektrophysiologisch und molekularbiologisch als dopaminerg identifizierten SNpc Neuronen in weaver-
Mausen (wv/wv) im Vergleich zu gesunden Tieren des weaver Hybridstammes (+/+) und Tieren des Stammes
C57BI/6J (vgl. Abb. 3.5). Die Blockdiagramme geben jeweils die prozentualen Haufigkeiten der drei
unterschiedlichen SUR-Expressionsmuster wieder: SUR1, SUR2 oder Koexpression von SUR1 und SUR,
jeweils in Kombination mit Kir6.2 (entsprechend Abb. 3.9). Wahrend die sieben untersuchten Wildtyp
Neuronen des Hybridstamms eine den Neuronen aus C57BIl/6J Tieren entsprechende Verteilung der drei
Typen von SUR-Isoformen-Expression zeigten (B/C), wurde in allen 22 analysierten dopaminergen (wv/wv)
Neuronen ausschlieRlich SUR1-Expression detektiert.
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Das unterschiedliche scPCR Ergebnis fiir die Expression der zwei SUR-Isoformen zeigt
Abbildung 3.24 A. In allen 22 analysierten dopaminergen weaver Neuronen wurde
ausschlieBlich die Expression von SUR1 nachgewiesen. SUR2-mRNA konnte in keinem
der getesteten weaver Neuronen detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigten gesunde
Geschwistertiere eine mit C57Bl/6J-Tieren vergleichbare Verteilung der drei
verschiedenen SUR-Expressionsmuster in den dopaminergen SN Neuronen (Abb.
3.24 B/C). Die exklusive SUR1-Expression ist also kein generelles Phdnomen des weaver-

Maus Hybridstamms, sondern nur fiir die homozygot erkrankten Tiere spezifisch.

3.4.4.3 scPCR-Detektion von Calbindin in Kombination mit Kjrp-Kanal

Untereinheiten

Die funktionelle Expression und Aktivierung eines SUR1-vermittelten Karp-Kanals in
den dopaminergen weaver Neuronen konnte also tatsichlich einen Schutz vor
Degeneration einer sehr empfindlichen Teilpopulation dieser Neuronen bieten. Zur
Identifizierung der selektiv iiberlebenden Population von dopaminergen SN Neuronen in
weaver-Méusen wie auch Dbei Parkinson-Patienten, ist die Expression des
kalziumbindenden Proteins Calbindin-D,g der einzige anerkannte Marker (Gaspar et al.,
1994; Hirsch et al., 1992; Airaksinen et al., 1997). Um zu testen, ob die SUR1-Expression
in liberlebenden weaver Neuronen mit einer Koexpression von Calbindin korreliert ist,

wurde der Nachweis von Calbindin in das Kpp-mPCR-Protokoll aufgenommen.

bp
1000 —

500 —
300 —

Abb. 3.25: Einzelzell-PCR Korrelation von Calbindin und Karp-Kanal Untereinheiten
Expression in dopaminergen weaver Neuronen

Abgebildet ist ein 2%iges Agarosegel nach elektrophoretischer Auftrennung der scPCR-Produkte eines
dopaminergen weaver SNpc Neurons. Parallel untersucht wurde die mRNA-Expression von Calbindin-D2sgk
und der Katp-Kanal Untereinheiten SUR2, Kir6.2, SUR1, Kir6.1 sowie der Marker TH und GADey7. In der ersten
Bahn (links) wurde der DNA-Langenmarker (100 bp-Leiter) aufgetragen. Zuséatzlich zu den Banden von TH
sowie SUR1 und Kir6.2 zeigte sich in diesem und finf weiteren Neuronen ein PCR-Amplifikat fur Calbindin
(440 bp).
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Die Primersequenzen zur Calbindin-Amplifikation wurden von Axel Neu aus der
Arbeitsgruppe iibernommen. Um das PCR-Protokoll so wenig komplex wie moglich zu
halten, wurde auf den Nachweis von GFAP sowie Girk2-mRNA verzichtet, da zuvor fiir
weit tiber 100 dopaminerge Neuronen auf Einzelzellebene gezeigt wurde, dal jedes TH
positive Neuron immer Girk2 positiv und GFAP negativ war. Tatséchlich exprimierten alle
sechs in diesen Einzelzell-PCR-Experimenten analysierten dopaminergen wvNeuronen
wieder ausschlieSlich SUR1 und waren ebenfalls Calbindin-D,gy positiv (vgl. Abb. 3.25).

Zusammenfassend lassen die vorgestellten Ergebnisse den SchluB3 zu, dal diejenigen
dopaminergen weaver Neuronen, welche die massiv einsetzende Degeneration zwischen
P7 und P14 iiberleben, calbindinpositiv sind und bereits aktivierte SUR1/Kir6.2 vermittelte
Karp-Kanéle exprimieren, die sich durch eine hohe Sensitivitit gegeniiber Tolbutamid und

metabolischen Strefl von SUR2 vermittelten Kanalen unterscheiden.
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4 Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

Eine ausreichend hohe Effizienz der reversen Transkription sowie die prinzipielle
Moglichkeit der PCR-Amplifikation einzelner DNA-Molekiile sind die Voraussetzungen
fiir die Anwendung der RT-PCR Technik auf mRNA-Material aus Einzelzellen (Li et al.,
1988; Rappolee et al., 1989, Monyer und Lambolez, 1995). Die Aussagekraft der mittels
scPCR erhaltenen Ergebnisse hidngt zum einen von ihrer Reproduzierbarkeit und zum
anderen von der Sensitivitit dieser Methode ab. Die Mdglichkeit, falsch-positiver bzw.
falsch-negativer RT-PCR-Signale muf3 kontrolliert und weitestgehend ausgeschlossen

werden.

4.1.1 Etablierung eines RT-mPCR-Protokolls zum mRNA-Nachweis aus

Einzelzellen

Um eine hohe Sensitivitdit und Reproduzierbarkeit des Einzelzell-PCR-Protokolls zu
gewihrleisten, wurden im Rahmen dieser Arbeit umfangreiche Kontrollversuche
durchgefiihrt. Zur Sensitivitdtskontrolle wurden PCR-Reaktionen mit hochverdiinnter
Mittelhirn-cDNA als Template, wie unter 3.1.1 beschrieben, durchgefiihrt. In dieser cDNA
waren alle in dieser Studie untersuchten Gene in unterschiedlichen Haufigkeiten
exprimiert. Es zeigte sich, daB Markertranskripte (TH, GADg;, GFAP) selbst aus
Verdiinnungen von bis zu 1:10.000 mit dem beschriebenen PCR-Protokoll problemlos
amplifiziert werden konnten. Der Nachweis der Ionenkanal-Transkripte, insbesondere die
der Karp-Kanal Untereinheiten, erwies sich als kritischer. Eine reproduzierbare RT-PCR
Amplifikation von Einzelzell-mRNA war nur unter optimalen cDNA-Synthese- und PCR-
Bedingungen gewihrleistet; eine nur geringe Qualitdtsminderung der verwendeten Enzyme
(Superscript ™I, Tag-Polymerase) konnte ebenso die Sensitivitit und damit die
Nachweisgrenze der scPCR verringern, wie leichte Temperaturschwankungen des PCR-
Geriits. Weiter erwies sich ein kontrolliertes Uberfiihren des Patchpipetteninhalts in das
Reaktionsgefdl zur cDNA-Synthese als entscheidend fiir die erfolgreiche
Reproduzierbarkeit der scPCR-Experimente (vgl. 3.1) (Monyer und Jonas, 1995).
Einzelzell-Experimente, die unter nicht optimalen Bedingungen durchgefiihrt wurden,
gaben in der PCR-Analyse zwar noch Signale fiir die Markertranskripte, aber insbesondere

Signale von Krp-Kanal Untereinheiten, konnten nicht mehr detektiert werden.
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4.1.2 Aussagekraft von positiven und negativen scPCR-Ergebnissen

Da die Identitdt der jeweiligen PCR-Produkte und damit die Spezifitit der Primer
mehrfach durch Sequenzierung verifiziert wurde, war die Aussagekraft von positiven
scPCR-Signalen eindeutig, wenn in der entsprechenden Negativkontrolle keine
Amplifikate detektiert wurden. Falsch-positive PCR-Signale durch Amplifikation von
genomischen DNA-Sequenzen des Nukleus wurden durch entsprechende Kontrollversuche
ausgeschlossen (vgl. 3.1.2). Aus diesem Grund konnte auf eine DNase Behandlung des
Einzelzellmaterials verzichtet werden, durch die die Mdglichkeit von RNase- oder DNA-
Kontaminationen erhoht worden wére (Sawtell, 1997).

Die Beurteilung von negativen scPCR-Signalen ist auch bei eindeutiger Positivkontrolle
schwieriger, da die hochverdiinnte Mittelhirn Kontroll-cDNA den Bedingungen der
Einzelzelle nur anndhernd entsprechen kann. Ein PCR-Signal kann auch bei Expression
des entsprechenden Gens in der untersuchten Zelle negativ ausfallen, wenn die Sensitivitit
der Methode in dem Experiment nicht optimal war (vgl. Mermelstein et al., 1997).

Die Beriicksichtigung dieser theoretischen Moglichkeit ist besonders im Falle von
heterogenen Detektionsmustern wichtig, wie sie in dieser Arbeit fiir die mRNA-Expression
der SUR-Isoformen in dopaminergen SN Neuronen bestimmt wurden. So muf3 kritisch
hinterfragt werden, ob wirklich drei Populationen mit unterschiedlichen SUR-
Expressionsmustern existieren. Vorstellbar wire, da3 alle Neuronen sowohl SUR1 als auch
SUR2 exprimieren, aber nicht in allen analysierten Zellen entsprechende PCR-Signale
detektiert werden konnten. Gegen diese Moglichkeit sprechen drei Befunde dieser Arbeit:
Zum einen konnte in den GABAergen SNpr Neuronen immer nur SUR1 und niemals
SUR?2 detektiert werden. Ebenfalls zeigten die iiberlebenden dopaminergen Neuronen in
weaver-Méusen, im Gegensatz zu gesunden Geschwistertieren, nur noch alleinige SUR1-
Expression. Zum anderen wurden in unabhingigen quantitativen pharmakologischen
Experimenten unterschiedliche Typen von funktionellen Kurp-Kandlen filir die
dopaminergen, nicht aber flir die GABAergen SN Neuronen, nachgewiesen. Und
schlieBlich konnten die drei unterschiedlichen SUR-Expressionsmuster auf Einzelzellebene
eindeutig mit jeweils unterschiedlichen metabolischen Sensitivititen korreliert werden.

Aufgrund dieser Uberlegungen und der umfangreichen Kontrollen ist es sehr
wahrscheinlich, daB die in dieser Arbeit dargestellten scPCR Befunde die realen

differentiellen mRNA-Expressionsmuster unterschiedlicher Zelltypen wiedergeben.
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4.1.3 Limitationen der scPCR-Methode

Ein schon angesprochenes Problem der scPCR ist die begrenzte Anzahl der mit der
multiplex-PCR aus einer Einzelzelle parallel nachweisbaren mRNAs (vgl. 1.3.2). Eine
Moglichkeit, die Anzahl der nachzuweisenden Gene zu erhdhen, liegt in der Aufteilung des
cDNA-Pools der Einzelzelle auf mehrere PCR-Ansdtze. Im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte Untersuchungen zeigten aber, dal3 bereits bei einem Einsatz von 1/10 der
Einzelzell-cDNA-Pools ein verldBlicher Nachweis der SUR-mRNAs nicht mehr
gewihrleistet war (vgl. auch Surmeier et al., 1996b; Mermelstein et al., 1998). Deshalb
kann eine Verdiinnung des Einzelzellmaterials nicht generell empfohlen werden. Der
Nachweis von Transkripten mit hoher Abundanz ist dagegen auch aus 1/10 des Einzelzell-
cDNA-Pools verldBlich moglich, so daB3 eine Verringerung der Komplexitdt der multiplex-
PCR  durch getrennte = mPCR-Amplifikationen von  Markertranskripten und
Kanaltranskripten erreicht werden kann.

Weiter mufl betont werden, dal nach mPCR-Amplifikation in dieser Arbeit nur
qualitative Aussagen beziiglich der Expression der analysierten Gene mdoglich waren.
Generell ist die Etablierung von quantitativen scPCR-Protokollen, die eine Abschétzung
der Mengenverhiltnisse der nachgewiesenen Transkripte ermoglicht, weitaus
komplizierter, da die PCR-Amplifikation exponentiell ablduft (vgl. Jonas et al., 1994;
Geiger et al., 1995; Sucher und Deitcher, 1995, Flint et al., 1997). In einer multiplex-PCR
ist die Komplexitit der Reaktionsablaufe nochmals erhoht.

SchlieBlich darf nicht auler acht gelassen werden, daf3 alle in dieser Arbeit vorgestellten
scPCR Ergebnisse immer nur die Expression eines Gens auf Transkript-Ebene anzeigen.
Ob in der Zelle auch das korrespondierende Protein funktionell exprimiert wird, kann mit
der scPCR-Methode nicht nachgewiesen werden, obwohl dies in den meisten Fillen sehr
wahrscheinlich ist. Allerdings kann die Translation von mRNA von vielen
unterschiedlichen Faktoren beeinflult werden. Es ist deshalb von groBem Vorteil, wenn
die mittels scPCR Technik erhaltenen Ergebnisse mit anderen unabhéngigen Techniken,
wie z.B. immuncytochemischen oder elektrophysiologischen Analysen korreliert werden
konnen, in denen direkt die Expression bzw. Funktionalitit des korrespondierenden

Proteins untersucht wird.
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4.1.4 Alternative Amplifikationsmethoden zur Einzelzell-Analyse differentieller

Genexpression

Um eine moglichst umfassende Untersuchung der differentiellen Genexpression
einzelner Zellen zu ermoglichen, kann die Limitierung des Einzelzellmaterials durch einen
moglichst linearen Amplifikationsschritt des gesamten mRNA- bzw. cDNA-Pools
umgangen werden. Eine Methode zur kompletten Analyse der gesamten Genexpression
einzelner Zellen ist bis jetzt noch nicht reproduzierbar etabliert. Problematisch bleibt, daf3
jeder Amplifikationsschritt zu einer Verschiebung der Transkriptzusammensetzung des
Einzelzellmaterials fiihren kann.

Eine prinzipiell geeignete Methode zur linearen Amplifikation des cDNA-Pools ist die
schon beschriebene aRNA-Amplifikation (vgl. 1.3.2). Allerdings wird diese Methode nur
in sehr wenigen Arbeitsgruppen erfolgreich eingesetzt, und die Frage der
Reproduzierbarkeit ist noch nicht eindeutig geklart. In einer Weiterentwicklung dieser
Methode wird die cDNA-Erststrangsynthese mittels an  Magnetpartikelchen
immobilisierten  Oligo-dT-Primern  durchgefiihrt (Eberwine, 1996). Auch ohne
anschliefende RNA-Amplifikation erhdlt man so einen an Magnetteilchen immobilisierten
cDNA-Pool der Einzelzelle, der theoretisch nach Amplifikation mit Hilfe eines Magneten
einfach wieder aus dem PCR-Ansatz isoliert und in einer nichsten PCR eingesetzt werden
kann. Ein praktisches Problem liegt aber in dem relativ hohen Materialverlust durch das
Aufreinigen der Magnetpartikel.

Eine weitere Mdoglichkeit zur linearen Vervielfiltigung des Einzelzellmaterials ist eine
kontrollierte PCR-Amplifikation des gesamten cDNA-Pools nach Anhéngen einer Poly-A-
oder Poly-G-Sequenz an die Erststrang-cDNA-Molekiile (Toellner et al., 1996). Mit Hilfe
einer solchen PCR-Amplifikation des gesamten cDNA-Pools ist es sogar moglich, cDNA-
Banken aus einzelnen Zellen herzustellen (Dulac, 1998).

Sollte es schlieflich moglich sein, die Differential-Display-PCR Methode
reproduzierbar auf Einzelzell-Ebene anzuwenden, konnten auf diese Weise sogar bislang
noch unbekannte, in einzelnen Neuronen differentiell exprimierte Gene identifiziert

werden (Liang und Pardee, 1992; Renner et al., 1998).
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4.2 Markergenexpression und elektrophysiologischer Phianotyp von SN Neuronen

Mit Hilfe der Kombination von Patch-Clamp und RT-PCR Technik konnten in dieser
Studie erstmals drei morphologisch und elektrophysiologisch unterscheidbare
Neuronentypen in der Substantia nigra auf Einzelzellebene eindeutig anhand ihrer
Markerexpression molekular klassifiziert werden: Dopaminerge Neuronen, GABAerge
Interneuronen, sowie GABAerge Projektionsneuronen (Lacey et al., 1989, Stanford und
Lacey, 1996, Richards et al., 1997). Die scPCR Korrelationen zwischen molekularen und
elektrophysiologischen Phédnotypen wurde eindeutig gezeigt, so daB in zukiinftigen
Untersuchungen der SN Neuronen direkt von dem elektrophysiologischen Eigenschaften
(Spontanaktivitdt, A-Strom, I;-Strom) auf den Neurotransmitter-Phanotyp (dopaminerg
oder GABAerg) geschlossen werden kann.

Interessanterweise fanden sich in der VTA ebenfalls TH positive Neuronen, die nicht
den typischen A-Strom der dopaminergen SN Neuronen aufwiesen, sondern einen
dominanten, deutlich langsamer inaktivierenden K '-Auswirtsstrom, der bei Potentialen um
-50 mV aktiviert wurde (vgl. Johnson und North, 1992). Eingehendere, von Jochen Roper
durchgefiihrte Untersuchungen zeigten, dafl die Frequenz der Spontanaktivitit dieser
dopaminergen VTA Neuronen im Vergleich zu den SN Neuronen etwa um das Dreifache
erhoht war. Zur weiteren Charakterisierung konnen auch diese mittels scPCR eindeutig als
dopaminerg identifizierten VTA Neuronen anhand ihres elektrophysiologischen Phénotyps

von den dopaminergen SN Neuronen unterschieden werden.

4.3 Kairp-Kanile in SN Neuronen
4.3.1 Unterschiedliche Typen von K,rp-Kanilen in dopaminergen SN Neuronen

Im Gegensatz zu den GABAergen SNpc Neuronen, die keinen Hinweis auf das
Vorhandensein von Kartp-Kanilen lieferten, exprimieren die GABAergen SNpr Neuronen
einen Karp-Kanal mit hoher Tolbutamidsensitivitit, der sehr wahrscheinlich aus den
Untereinheiten SUR1 und Kir6.2 gebildet wird. Die dopaminergen Neuronen besitzen
dagegen anscheinend mindestens zwei unterschiedliche Typen von Karp-Kanélen, die sich

aus SUR1- und Kir6.2- bzw. SUR2B- und Kir6.2-Untereinheiten zusammensetzen.
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4.3.1.1 Heterogene Pharmakologie der K, rp-Kaniile

Die pharmakologischen und kombinierten scPCR-Experimente dieser Arbeit legen den
Schluf3 nahe, da3 100 uM Diazoxid spezifisch den SURI-vermittelten Ksrp-Kanal in den
dopaminergen Neuronen der Substantia nigra aktiviert, wéihrend 100 uM Pinacidil
unselektiv alle Ksrp-Kanaltypen in diesen Neuronen zu aktivieren scheint (vgl. 3.3.1).
Allerdings kann Pinacidil auch unspezifisch andere K™-Kanile (z.B. kalziumaktivierte K-
Kanéle) aktivieren (Gelband und McCullough, 1993). Dies mull besonders fiir diejenige
Population von dopaminergen Neuronen in Betracht gezogen werden, in denen Pinacidil
eine tolbutamidinsensitive Leitfdhigkeit aktivierte. Obwohl diese pharmakologischen
Experimente keine quantitativen Aussagen liber die Wirkung der Karp-Kanal6ffner
zulassen, stehen schon die qualitativen Befunde im Kontrast zu denen der rekombinanten
Kanidle. Demnach hat Pinacidil, im Gegensatz zu 100 uM Diazoxid, auf SUR1/Kir6.2-
vermittelte Karp-Kanile keinen Effekt, wahrend Diazoxid in einer Konzentration von
200 uM ebenfalls einen SUR2B/Kir6.2-Kanal aktiviert (vgl. Tab. 3.1). Moglich wire zum
einen, dall zytosolische Faktoren die pharmakologische Sensitivitit der nativen Karp-
Kandle im Vergleich zu den rekombinanten Kanidlen modifizieren kénnen. Da die
Sensitivitit fiir die Kanaloffner von den SUR-Untereinheiten des Katp-Kanals vermittelt
wird (Schwanstecher et al., 1998), ist ebenfalls vorstellbar, dal moglicherweise bis jetzt
unentdeckte SUR-Splicevarianten in den SN Neuronen exprimiert werden, die sich in den
in dieser Studie PCR-amplifizierten Bereichen nicht von den bekannten SURI1- bzw.
SUR2-Sequenzen unterscheiden. Da das SUR1- bzw. SUR2-Gen aus 39 bzw. 38 Exonen
besteht, ist die Existenz von weiteren Splicevarianten neben SUR2A/B (sowie
SUR2A A14 und A17 bzw. A17/A18) wahrscheinlich (Aguilar-Bryan et al., 1998).

Eine Subpopulation der in dieser Arbeit untersuchten dopaminergen Neuronen zeigte
keine diazoxidaktivierten Strome (ca. 30%). In diesem Zusammenhang ist eine
vergleichbare Arbeit von Watts et al., (1995) von Interesse, in der ebenfalls nur 64% aller
untersuchten dopaminergen Neuronen der Ratte eine Sensitivitit gegeniiber 500 uM
Diazoxid aufwiesen. Der diazoxidaktivierte Strom war in seiner Amplitude variabel und
konnte von 100 uM Tolbutamid nur zu ca. 67% blockiert werden, wéihrend 30 uM
Glibenklamid eine vollstindige Blockierung bewirkte. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit den Befunden dieser Arbeit, allerdings zeigte 50 uM Pinacidil dort keine
Wirkung. In einer anderen Studie dagegen aktivierte 500 uM Pinacidil ebenfalls eine Karp-
Leitfdhigkeit in DA SN Neuronen (Héusser et al., 1991). Ein heterogenes

pharmakologisches Verhalten der DA Neuronen ergaben auch Experimente mit scharfen
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Mikroelektroden von Guatteo et al., (1998) in denen ein hypoxieinduzierter Karp-Strom
nur in ca. 50% der untersuchten Neuronen mit 100 uM Tolbutamid blockiert werden
konnte.

In einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit wurde gezeigt, dal Nicorandil im
rekombinanten System SUR2-spezifisch wirkt und bevorzugt SUR2B/Kir6.2 vermittelte
Karp-Kanéle aktiviert (ECsp SUR2B/SUR2A: 10 uM bzw. >500 uM; Shindo et al., 1998).
Die Untersuchung der Wirkung von Nicorandil auf die dopaminergen SN Neuronen wére
daher sicher ebenso von Interesse, wie eine umfassende quantitative Pharmakologie der

Karp-Kanaloftner.

4.3.1.2 Unterschiedliche K, rp-Kanile mit differentieller metabolische Sensitivitit

Schon in frilheren Arbeiten wurde gezeigt, dal dopaminerge SN Neuronen auf
unterschiedlichste ~ Formen  von  metabolischem Stref3 (ATP-Auswaschen,
Rotenoninkubation, Natriumiiberladung, Anoxie, Hypoxie) mit der Aktivierung von Karp-
Kanilen reagieren konnen (Stanford und Lacey, 1995; Roper und Ashcroft, 1995; Seutin et
al., 1996; Mercuri et al., 1994; Guatteo et al., 1998).

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen dagegen erstmals, daB3 einzelne dopaminerge
SN Neuronen ein unterschiedliches Antwortverhalten auf metabolischen Streff (mit
100 nM Rotenon induziert) zeigen, welches eindeutig mit der mRNA-Expression
unterschiedlicher SUR-Isoformen korreliert ist (vgl.3.3.2). Rotenon vermindert durch
Blockierung des Komplex I der Atmungskette die ATP-Konzentration in den Neuronen.
Mit den Experimenten dieser Arbeit kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, daf3 sich
das heterogene Verhalten der dopaminergen Neuronen auf eine teilweise Blockierung der
Atmungskette damit erklért, daB3 diese Neuronen ihr ATP alternativ zu unterschiedlichen
Anteilen aus  glykolytischer  Substratkettenphosphorylierung und  oxidativer
Phosphorylierung gewinnen. Dann wire die Expression von SUR1 und SUR2B mit
anaerober glykolytischer bzw. oxidativer Priaferenz eines Neurons korreliert.

Um diese Erklarungsmdglichkeit auszuschlieBen, wurden von Dr. Jochen Réper denen
fiir Rotenon entsprechende quantitative Versuche mit Jodoacetat durchgefiihrt. Die
Prainkubation des Slices mit diesem Blocker der Glykolyse zeigte ebenfalls zwei
Populationen von  dopaminergen Neuronen mit deutlich unterschiedlichen
Jodoacetatsensitivititen (ECso: 17 uM bzw. 1,2 mM). Auch hier konnte die induzierte

Leitfahigkeit nur in der hochaffinen Subpopulation durch Koinkubation mit 100 uM
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Tolbutamid blockiert werden (Kontrolle (n=6): 1,4+0,1 nS; 100 uM Jodoacetat (n=6):
7,2+0,6 nS; 100 uM Jodoacetat+100 uM Tolbutamid (n=7): 1,510,2 nS).

Mit diesen zusétzlichen Versuchen ist eindeutig gezeigt, dal die dopaminergen
Neuronen tatsdchlich unterschiedlich auf ATP-Mangel reagieren und damit eine
unterschiedliche metabolische Sensitivitit aufweisen, unabhdngig davon, ob die
Atmungskette oder die Glykolyse blockiert wurde.

Die kombinierten metabolischen scPCR-Experimente legen den SchluB3 nahe, daf} die
unterschiedlichen Karp-Kanile als metabolische Sensoren in diesen Neuronen fungieren,
wobei die Sensitivitit von SUR1 vermittelten Kandlen deutlich hoher ist, als die von
SUR2B-Kanélen. Auch im rekombinanten System zeigen SURI1/Kir6.2-Kandle eine
deutlich hohere metabolische Sensitivitit als SUR2A/Kir6.2-Kanidle (Ashcroft und
Gribble, 1998). Durch welche molekularen Mechanismen die verschiedenen SUR-
Untereinheiten unterschiedliche metabolische Sensitivititen vermitteln, ist noch nicht
geklart. So wird die ATP-Sensitivitidt der rekombinanten Karp-Kanédle zum grofiten Teil
von der Kir6.2 Untereinheit und nicht von der SUR-Komponente vermittelt (Tucker et al.,
1997). Andererseits konnen Mutationen in den NBDs von SUR1 zu einem Verlust der
metabolischen Aktivierbarkeit des Ksrp-Kanals flihren (Gribble et al., 1997; Ashcroft und
Gribble, 1998). Vorstellbar ist, dal die metabolische Sensitivitdt nativer Karp-Kanile von
intrazelluldren Faktoren entscheidend beeinflult werden kann. So wurde z.B. kiirzlich
gezeigt, dal Phosphoinositolphosphate die ATP-Sensititvitdt der SUR1/Kir6.2 Kanile
drastisch erniedrigen konnen (Shyng und Nichols, 1998; Baukowitz et al., 1998). Ob
alternative SUR-Expression in diesem Kontext eine Rolle spielt, ist jedoch ebenfalls

unklar.

4.3.2 Heteromere SUR1/SUR2B vermittelte Kjrp-Kanile in dopaminergen

SN Neuronen?

In einer Subpopulation von dopaminergen SN Neuronen (ca. 25%) wurde eine
Koexpression von SURI-, SUR2- und Kir6.2-mRNA nachgewiesen. Es stellt sich die
Frage, ob in diesen Neuronen zwei unterschiedliche Typen von funktionellen Karp-
Kanilen exprimiert werden, oder ob diese Neuronen nur einen einzigen Typ von Karp-
Kanal besitzen, der aus beiden SUR-Isoformen zusammen mit vier Kir6.2-Untereinheiten
aufgebaut ist. Die prinzipielle Moglichkeit der Bildung von funktionellen SUR-
heteromeren Karp-Kanile ist bis jetzt im rekombinanten System noch nicht untersucht

worden.
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Die Befunde dieser Arbeit sprechen eher fiir diese Moglichkeit, als dagegen: Zum einen
konnten anhand unterschiedlicher Tolbutamidsensitivititen eindeutig drei Populationen
von dopaminergen Neuronen unterschieden werden. Dabei wurden die mittleren
Tolbutamidsensitivititen mit einer einzigen Hillfunktion eindeutig besser beschrieben, als
mit einer Summenfunktion aus hoch- und niederaffinen Sensitivitdten (vgl. 3.3.3.1). Zum
anderen konnten in den kombinierten metabolischen scPCR-Experimenten ebenfalls drei
Populationen mit jeweils signifikant unterschiedlicher metabolischer Sensitivitdt bestimmt
werden, wobei die Population mit mittlerer Sensitivitit SUR1 und SUR2 in Kombination

mit Kir6.2 koexprimierte (vgl. 3.3.2.3).

4.4 Charakterisierung der dopaminergen SN Neuronen in weaver-Miusen

4.4.1 Gain-of-function Phinotyp dopaminerger SN Neuronen in homozygoten

weaver-Mausen

Obwohl die dem weaver-Phinotyp zugrunde liegende Punktmutation im Girk2-Gen
schon 1995 identifiziert wurde, wird die Auswirkung dieser Mutation auf homomere und
heteromere wvGirk2-Kanéle noch immer kontrovers diskutiert (vgl. 1.2.1 und 3.4.4.1).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten weisen eindeutig auf die Expression von
funktionellen wvGirk2-Kanilen in dopaminergen SN Neuronen hin, die eine gednderte
Selektivitit und Regulation aufweisen. Dieser gain-of-function Phénotyp wurde auch im
rekombinanten System fiir homomere und groBtenteils auch fiir heteromere wvGirk2-
Kanile ermittelt (Kofuji et al., 1996; Navarro et al., 1996; aber: Slesinger et al., 1996).
Eine vergleichbare Mutation in dem GYG-Motiv eines spannungsgesteuerten Shaker-
Kaliumkanals (K,1) fiihrt ebenfalls zu einem Verlust der Kaliumselektivitit der
funktionellen Kanile (Heginbotham et al., 1994).

Die pharmakologische Charakterisierung der dopaminergen weaver Neuronen lieferte
eindeutige Hinweise dafiir, dal der geénderte elektrophysiologische Phinotyp in diesen
Neuronen durch die Koaktivierung von wvGirk2 und Karp-Kanidlen vermittelt wird. Die
Blockierung beider Leitfdhigkeiten durch QX314 und Tolbutamid fiihrte zu einem mit dem
Wildtyp vergleichbaren elektrophysiologischen Phinotyp (vgl. 3.4.3.3 und 3.4.3.4).

Da die Wirkung von QX314 nicht absolut spezifisch fiir wvGirk2-Kanéle ist, sondern
insbesondere bei interner Applikation in hohen Konzentrationen noch weitere Kanaltypen
in ihrer Funktion beeinfluf3t, ist besonders zu betonen, dafl die Applikation von QX314 auf
Wildtyp Neuronen keinen Effekt hatte. So kann ausgeschlossen werden, da3 der
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beobachtete QX314-Effekt auf dopaminerge weaver Neuronen durch Modulation von z.B.
Girk- oder Ip-Stromen vermittelt wurde (vgl. 3.4.3.3).

Um auszuschlieen, dal die Membranhyperpolarisation nach QX314-Applikation
lediglich eine parallel stattfindende ATP-Auswasch-Aktivierung von Karp-Kanélen
widerspiegelte, wurden die QX314-Messungen zusitzlich in der Anwesenheit von 100 uM
Tolbutamid durchgefiihrt. Die beobachteten QX314-Effekte unterschieden sich in diesen

Experimenten nicht signifikant von den unter 3.5.2 beschriebenen.

4.4.2 Phéanotyp dopaminerger SN Neuronen in heterozygoten weaver-Miusen

Heterozygot betroffene weaver-Miause zeigen keinerlei Verhaltensauftilligkeiten,
dennoch wurden leichte morphologische sowie physiologische Unterschiede fiir
cerebelldre und dopaminerge Neuronen beschrieben (Wiillner et al., 1995; Fox et al., 1998;
Verina et al., 1997; Won et al., 1997). Die im Rahmen dieser Arbeit elektrophysiologisch
charakterisierten dopaminergen Neuronen von heterozygot betroffenen weaver-Méusen
wiesen einen leicht gednderten elektrophysiologischen Phidnotyp auf. Im Vergleich zu
gesunden Geschwistertieren zeigten sich leicht depolarisierte Ruhemembranpotentiale und
in ca. 70% der Neuronen ein Verlust der Spontanaktivitit (vgl. 3.4.3.1). Das Fehlen der
normalen Spontanaktivtit in ca. 2/3 aller untersuchten Neuronen konnte iiber einen
lingeren Zeitraum die neuronalen dopaminergen Interaktionen entscheidend verdndern.
Eine leichte chronische Depolarisation sollte eine generell erhohte Empfindlichkeit dieser
Neuronen fiir exzitotoxische Degenerationsprozesse zur Folge haben. In Einklang mit
diesen Uberlegungen stehen die Befunde, daB die Anzahl der Dendriten dopaminerger
Neuronen in heterozygoten Tieren um ca. 60% reduziert ist (Triarhou und Ghetti, 1989).
Ebenfalls ist die Anzahl dopaminerger Neuronen in diesen Tieren um ca. 12% verringert
und dementsprechend der striatale Dopaminspiegel um ca. 14% erniedrigt (Verina et al.,
1997; Roffler-Tarlov und Graybiel, 1987).

Auch findet sich in heterozygoten weaver-Miusen eine leichte Reduktion der
cerebelldren Neuronen, und die minnlichen Tiere verlieren nach ca. vier Lebensmonaten
ihre Fortpflanzungsfihigkeit (Vogelweid et al., 1993; Fox et al., 1998). Obwohl die Girk2-
Mutation nicht dominant ist, konnen die negativen Auswirkungen der Expression von
wvGirk2-Kanélen nicht durch eine Koexpression von normalen Girk2-Kanilen vollstindig
kompensiert werden. Betont werden sollte in diesem Zusammenhang, dal3 der eigentliche
Mechanismus, der den unterschiedlichen Neurodegenerationsprozessen in weaver-Méusen

zugrunde liegt, bis jetzt nicht geklart ist.
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4.4.3 Girkl-4-Koexpression in dopaminergen SN Neuronen

Die Koexpression unterschiedlicher Girk-Kandle und damit die Mdglichkeit zur
Bildung heteromultimerer Girk-Kanéle wird als ein Mechanismus diskutiert, der Neuronen
moglicherweise vor der Degeneration in weaver-Mausen schiitzen konnte. Diese
Moglichkeit war besonders fiir die unterschiedlich vulnerablen dopaminergen
SN Neuronen interessant, die in Wildtyp-Tieren meist ausschlieBlich Girk2 exprimieren. In
den scPCR-Untersuchungen dieser Arbeit konnte kein Hinweis fiir diese Koexpressions-
Hypothese gefunden werden. Zwar zeigte sich in weaver-Miusen ein erhdhter Anteil an
Neuronen, die Girk2 nicht allein, sondern in Kombination mit Girkl oder Girk3
exprimierten, aber weder wiesen diese Neuronen einen milderen elektrophysiologischen
weaver-Phanotyp auf, noch ergab sich fiir die iiberlebenden weaver Neuronen ein
spezifisches Girk-Koexpressionsprofil (vgl. 3.4.4.1).

In diesem Zusammenhang mufl erwidhnt werden, daB durch alternatives Splicen
mindestens drei unterschiedliche Girk2-mRNAs gebildet werden kdnnen (Girk2a/b/c), die
alle in der Substantia nigra nachzuweisen sind (Wei et al., 1998). Mit den in der scPCR
verwendeten PCR-Primern konnten diese Girk2-Splicevarianten nicht unterschieden
werden. Wie kiirzlich gezeigt wurde, kdnnen diese Splicevarianten anscheinend tatsdchlich
in der SN heteromere Girk2-Kanile mit unterschiedlichen Eigenschaften bilden (Inanobe
et al., 1999). Auch wire vorstellbar, da3 die weaver-Mutation unterschiedliche Effekte auf

die verschiedenen Girk2-Splicevarianten haben konnte.

4.4.4 Uberlebende dopaminerge weaver Neuronen exprimieren ausschlieflich SUR1

Die elektrophysiologischen Untersuchungen der weaver Neuronen lieferten eindeutige
Hinweise auf bereits unter Kontrollbedingungen tonisch aktivierte Karp-Kanéle in den
dopaminergen Neuronen. Daraufhin durchgefiihrte scPCR-Experimente zeigten, daf} alle
iiberlebenden dopaminergen Neuronen 14 Tage alter weaver-Méause ausschlieBlich SUR1
und Kir6.2 exprimieren. Gesunde Geschwistertiere sowie C57B1/6J-Méuse zeigten dieses
Expressionsmuster dagegen in nur ca. 40% aller dopaminergen Neuronen (vgl. 3.4.4.2).

Weitere scPCR-Analysen ergaben, dafl die iiberlebenden SURI-exprimierenden
Neuronen ebenfalls calbindinpositiv waren (n=6). Dieses kalziumbindende Protein gilt als
Marker fiir die resistente Population dopaminerger SN Neuronen bei der Parkinson-
Krankheit und ihren Tiermodellen. Die intrazellulire Kalziumkonzentration ist generell als

ein entscheidender Triggerfaktor flir neurodegenerative Prozesse akzeptiert (Thymianski et
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al., 1993; Choi, 1995). AuBBerdem wurde fiir cerebellire weaver Kornerzellen gezeigt, daf
der Kalziumchelator BAPTA eine Degeneration verhindern kann (Liesi et al., 1997). Fiir
die dopaminergen weaver SN Neuronen wurde allerdings gezeigt, dafl die
Calbindinexpression keinen direkten neuroprotektiven Effekt besitzt (Airaksinen et al.,
1997). In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dal die SUR1-Expression in gesunden
Maiusen auf Einzelzell-Ebene nicht mit der Koexpression von Calbindin korreliert werden
konnte. Dieser scPCR-Befund 1dt sich mit der Annahme erkldren, dal} die
Calbindinexpression generell durch metabolische StreBsituationen stimuliert wird, um
einer Kalziumiiberladung von Neuronen und damit der Initiation von neurodegenerativen
Prozessen entgegenzuwirken. Eine relative Anderung der Expressionsraten von AMPA-
Glutamatrezeptor Untereinheiten als Antwort auf ischdmische Prozesse wurde auf
Einzelzell-PCR Ebene gezeigt (Ying et al., 1997). So ist vorstellbar, daB3 ebenfalls die
SUR1-Expressionsrate in Antwort auf chronische Depolarisation und damit metabolische
Belastung in den weaver SN Neuronen erhdht wird. Auch ist ein direkter neuroprotektiver
Effekt durch die Aktivierung von SURI vermittelten Karp-Kandlen in dopaminergen
SN Neuronen nach chronischem Natriumeinstrom vorstellbar (vgl. auch 4.5.2).

In diesem Kontext sollte auch bedacht werden, dall die SUR-Expression ebenso wie die
Degeneration der dopaminergen SN Neuronen in weaver erst postnatal einsetzt. Da die
Degeneration der weaver Neuronen sich nach P14 noch weiter progressiv fortsetzt, wire es
von groflem Interesse, die Kaliumkanal Expressionsstudien dieser Arbeit mit

entsprechenden Untersuchungen an adulten weaver-Mausen zu vergleichen.

4.5 Funktionelle Bedeutung der K,rp-Kanéle in SN Neuronen

Uber die funktionelle Bedeutung der Karp-Kanile im Gehirn ist noch wenig bekannt.
Die Aktivierung dieser Kandle als Antwort auf verschiedene Formen von metabolischem
Stre3, wie Anoxie, Glukosemangel oder Inhibition der ATP-Erzeugung, legt nahe, dal3
geoffnete  Karp-Kanidle chronischer Depolarisation und daraus resultierenden
neurodegenerativen Prozessen entgegenwirken konnten.

Die Expression von funktionell und strukturell unterschiedlichen Karp-Kanaltypen in
der Substantia nigra wurde mit dieser Arbeit eingehend demonstriert. Wie zwei kiirzlich
erschienene Arbeiten zeigen, deutet sich die Komplexitit neuronaler K,rp-Kanéle auch flir
andere Gehirnregionen an: Einzelzell-Analyse von drei dorsalen Vagusneuronen ergab
eine Koexpression von SURI und Kir6.2 (Karschin et al., 1998). Entsprechende

Untersuchungen von fiinf striatalen Interneuronen zeigten die Koexpression von SUR1 und
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Kir6.1 an (Lee et al., 1998). Karp-Kanéle in Neuronen des ventromedialen Hypothalamus
(VMH) haben wiederum vollig andere Eigenschaften: sie konnen von Leptin aktiviert
werden und sind wahrscheinlich an der Vermittlung von Hunger- bzw. Séttigungsgefiihlen
beteiligt (Ashford et al., 1990; Spanswick et al., 1997). Die Expression von Krp-Kanélen
unterschiedlicher molekularer Zusammensetzung und Funktion impliziert, daf die

Aufgaben der neuronalen Krp-Kanéle noch weitaus vielseitiger sein konnten.

4.5.1 K,rp-Kaniile als metabolische Sensoren in dopaminergen SN Neuronen?

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dall die SUR1/Kir6.2 vermittelten Karp-Kanile
in der Substantia nigra schon durch eine partielle Blockierung der Atmungskette, wie sie
auch bei Parkinson-Patienten gefunden wurde, aktiviert werden. Als Folge kommt es zu
einer starken Hyperpolarisation des betreffenden Neurons. Dieser Karp-Kanal scheint also
in dopaminergen SN Neuronen tatsdchlich die Aufgabe eines metabolischen Sensors zu
besitzen, der nach Aktivierung in metabolischen StreBsituationen exzitotoxischen
Reaktionen entgegenwirkt.

Welche Funktion ein SUR2/Kir6.2 vermittelter Karp-Kanal in den dopaminergen
SN Neuronen besitzt, ist noch vollkommen unklar. Da die metabolische Sensitivitit dieses
Kanals weitaus geringer ist, scheint er nicht als Schutzantwort auf metabolische
StreBsituationen aktiviert zu werden. Mdoglicherweise kann dieser SUR2-K srp-Kanal durch
andere Signalkaskaden aktiviert werden. So ist eine Aktivierung von Ksrp-Kanélen durch
Hormone und G-Proteine gezeigt worden (Spanswick et al., 1997; Sanchez et al., 1998).
Dies konnte eine Beteiligung dieses Karp-Kanals an  der  neuronalen

Informationsverarbeitung und -weiterleitung implizieren.

4.5.2 Schiitzen aktivierte K,rp-Kanile in weaver selektiv vor dopaminerger

Degeneration?

Eine durch wvGirk2-Kanédle vermittelte chronische Natriumiiberladung der
dopaminergen Neuronen stellt eine mogliche Form von metabolischem Stre3 dar. Es wurde
gezeigt, dall eine hohe intrazelluldre Konzentration von Natrium direkt zur Aktivierung
einer ATP-sensitiven Leitfahigkeit in dopaminergen Neuronen fiihren kann (Seutin et al.,
1996). Moglicherweise konnte eine deutlich erhohte Aktivitit der Na'/K'-ATPase, die
iiberschiissige Natriumionen aus Zellen herauspumpt, in weaver DA-Neuronen zu einem

kritischen Absinken des ATP-Spiegels flihren. Tatsdchlich waren Krp-Kanéle in weaver
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DA-Neuronen bei ausschlieBlicher SURI-Expression tonisch aktiviert. Dies 1483t den
SchluB3 zu, daB3 die Aktivierung von SURI-vermittelten Karp-Kanélen tatsdchlich einen
neuroprotektiven Effekt flir die dopaminergen weaver SN Neuronen hat. Dieser Effekt
konnte zumindest in der ersten Phase der selektiven Neurodegeneration entscheidend fiir
ein Uberleben sein. Die SUR2 exprimierende Population dopaminerger SN Neuronen, die
eine weniger hohe metabolische Sensitivitdt besitzt, ist schon 14 Tage nach der Geburt in
weaver-Méusen nicht mehr nachzuweisen. Die besonders hohe Vulnerabilitit dieser
Neuronen konnte durch das Fehlen eines metabolisch aktivierbaren Katp-Kanals erklart
werden.

Diese Hypothese bietet eine Erklarungsmdoglichkeit fiir das selektive Absterben von nur
einer Teilpopulation dopaminerger Neuronen in weaver-Méausen, obwohl alle
SN Neuronen den mutierten wvGirk2-Kanal exprimieren und zwar in den meisten Fillen
nicht in Kombination mit anderen Girk-Kanidlen. Der Mechanismus, welcher der
Degeneration von cerebelliren Neuronen in weaver-Miusen zugrunde liegt, wird
wahrscheinlich ein vollig anderer sein. Dies wird auch durch die Tatsache illustriert, daf3
das cerebelldre Zellsterben apoptotisch ist, wihrend die dopaminerge Degeneration
eindeutig nicht durch eine klassische Form des programmierten Zelltods vermittelt wird
(Wiillner et al., 1995; Oo et al, 1996). Das Schicksal der wvGirk2 exprimierenden Zellen
scheint also generell von ihrem spezifischen molekularbiologischen Kontext bestimmt zu

sein.

4.5.3 K,rp-Kanile als molekulares Korrelat fiir differentielle Vulnerabilitat?

Die extremen physiologischen Bedingungen in den dopaminergen weaver Neuronen
stellen einen genetisch bedingten Sonderfall dar. Dennoch kann dieser Phénotyp als nur ein
moglicher Mechanismus zur Induktion von metabolischem Stre8 in den SN Neuronen
angesehen werden, so dal die eigentliche Frage nach der zugrundeliegenden Ursache der
differentiellen Vulnerabilitit dieser Neuronen offen bleibt.

Sollte die Expression von SURI1-Karp-Kanidlen als metabolische Sensoren wirklich
einen generellen neuroprotektiven Effekt besitzen und einer weniger vulnerablen
Population von dopaminergen Neuronen gemeinsam sein? Die vorliegende Arbeit 1406t
diese Hypothese als Erklarungsansatz fiir differentielle Degeneration zumindest fiir die
dopaminergen SN Neuronen zu. Fiir dieses Annahme wiirde auch der Befund sprechen,
daB die Anzahl von [*H]-Glibenklamid Bindungsstellen in der SN nach Behandlung mit 6-

Hydroxydopamin nahezu unveréndert bleibt, obwohl nach diesem Eingriff die Anzahl der
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dopaminergen SN Neuronen dem Parkinson-Muster entsprechend drastisch reduziert ist
(Dunn-Meynell et al., 1997).

Vorstellbar wire, dal3 unterschiedlichste Formen von metabolischem Stref3, wie z.B.
freie Radikale, Vitaminmangel und Umweltgifte {iber viel Jahre kumulativ wirken und so
unter anderem zu einer eingeschriankten Funktion des Komplex I der Atmungskette fiihren,
wie er fiir Parkinson-Patienten bewiesen wurde. Die dopaminergen Neuronen, die durch
den oxidativen Abbau ihres Neurotransmitters besonders anfillig fiir metabolische
Beeintrachtigungen sind, konnten in Folge in einer Subpopulation von dopaminergen
Neuronen den SUR 1-vermittelten Karp-Kanal aktivieren, und deshalb im Vergleich zu den
SUR2 exprimierenden Neuronen, denen dies nicht moglich ist, eine hohere Toleranz
gegeniiber exzitotoxischen Degenerationsprozessen aufweisen (vgl. 1.1.3).

In diesem Kontext ist von Bedeutung, dal3 das Arbeiten mit Herbiziden und Insektiziden
eindeutig als ein Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Parkinson-Syndroms identifiziert
wurde, wobei die genauen Wirkstoffklassen nicht nidher aufgeschliisselt wurden (Seidler et
al., 1996; Gorell et al., 1998). Fiir Rotenon bzw. MPTP-éhnliche Pestizide (z.B. Paraquat,
Diquat) ist der Zusammenhang zur Parkinson-Krankheit offensichtlich (Hart, 1987;
Jewess, 1994). Interessant ist, da} viele Herbizide Sulfonylharnstoff-Derivate sind, welche
ein nur in Pflanzen vorkommendes Enzym blockieren (Brown und Cottemann, 1994).
Konnen die Sulfonylharnstoff-Herbizide die Blut-Hirn-Schranke passieren, wére
vorstellbar, dal} sie dort als Karp-Kanalblocker wirken und so eine durch metabolischen
Stref induzierte Aktivierung dieser Kanéle verhindern. Dies wiirde wiederum chronische
Depolarisation und daraus resultierende neurodegenerative Prozesse begiinstigen.

Im Gegensatz dazu konnte die pharmakologische Aktivierung von Karp-Kanidlen in
diesem Kontext mdglicherweise einen ersten molekularen Ansatzpunkt fiir eine

medikamentdse Protektion der dopaminergen Neuronen vor Degeneration darstellen.
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4.6 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Protokolle zur Durchfiihrung von Einzelzell-
PCR-Experimenten und zur Etablierung von entsprechend geeigneten multiplex-PCRs
haben sich auch filir andere scPCR-Projekte als geeignet erwiesen. Inzwischen wurden in
der  Arbeitsgruppe  multiplex-PCRs  fiir die  Einzelzell-Identifizierung  von
kalziumbindenden Proteinen, von A-Typ-Kaliumkanédlen (vermitteln I,), sowie von
hyperpolarisationsaktivierten Kationenkandlen (vermitteln I;) etabliert. Auch in Zukunft
sollen weitere Projekte zur Untersuchung differentieller Genexpressionen auf
Einzelzellebene durchgefiihrt werden. Da die Anzahl simultan nachweisbarer Transkripte
weiterhin limitiert ist, liegt ein methodischer Schwerpunkt in der Arbeitsgruppe jetzt in der
Untersuchung und Etablierung von Techniken, die zur Umgehung dieser Einschridnkung
geeignet sind. Damit soll eine umfassendere molekularbiologische und
elektrophysiologische Analyse, perspektivisch bis zum kompletten "Expressionsprofiling"
einzelner Neuronen, ermoglicht werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten pharmakologischen Untersuchungen zur
Diazoxid- bzw. Pinacidilsensitivitdit von Karp-Kandlen in dopaminergen SN Neuronen
lassen den Schluf3 zu, daB3 das pharmakologische Verhalten der nativen neuronalen Krp-
Kandle sich von dem entsprechender rekombinanter Kanéle unterscheidet. Eine
quantitative Analyse der Pharmakologie konnte zur weiteren Klarung dieses Sachverhalts
beitragen. Zur Zeit soll die Wirkung des im rekombinanten System fiir SUR2B-
spezifischen K p-Kanaloffners Nicorandil untersucht werden.

Die elektrophysiologische Charakterisierung der dopaminergen weaver Neuronen zeigte
einen gain-of-function Phinotyp, mit Koaktivierung von wvGirk2- und Karp-Kanilen.
Auch  hier sollen die pharmakologischen Effekte quantifiziert = werden.
Kopriinkubationsexperimente konnten zeigen, ob die vollstindige Blockierung beider
Kanal-Leitfahigkeiten den weaver-Phénotyp in situ "heilen" kann. Ebenfalls interessant
wire eine eingehendere Untersuchung der heterozygoten Tiere.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde die molekulare Struktur der Kap-Kanéle sowohl in
den GABAergen als auch in den dopaminergen Neuronen der Substantia nigra aufgeklért.
Ausgehend von den vorliegenden Befunden werden zur Zeit immuncytochemische
Arbeiten durchgefiihrt, um die Karp-Kanile auf Proteinebene zu lokalisieren.

Zusétzlich liefert diese Arbeit mit differentieller SUR1 bzw. SUR2B-Expression das
erste molekularbiologisch definierte Korrelat flir die unterschiedlichen metabolischen

Sensitivitdten der dopaminergen SN Neuronen. In weiteren Experimenten, z.B. in Slice-
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Kulturen, konnte nun untersucht werden, ob die Expression von unterschiedlichen Karp-
Kanélen direkt mit einer unterschiedlichen Vulnerabilitit gegeniiber toxischen Substanzen
verschiedener Wirkstoftklassen korreliert ist. Der Befund, dal3 {iberlebende dopaminerge
Neuronen in weaver-Miusen ausschlieBlich SUR1-vermittelte Karp-Kanéle exprimieren,
146t den SchluBl zu, daB dieser Ksrp-Kanal zumindest im selektiven Degenerationsprozel3
der weaver-Maus eine neuroprotektive Rolle besitzt. Ob dies auch fiir das MPTP-
Mausmodell der Parkinson-Krankheit gilt, soll demnichst in der Arbeitsgruppe in
entsprechenden Tierversuchen untersucht werden. Deshalb ist es notwendig, die Patch-
Clamp Technik fiir adulte Tiere zu etablieren. Die quantitative Wirkung von MPP" auf
dopaminerge SN Neuronen wird bereits im Slice ermittelt. In weiterer Zukunft konnte an
postmortem-Préparaten untersucht werden, ob die iiberlebenden dopaminergen Neuronen
von Parkinson-Patienten ebenfalls nur noch SUR1 exprimieren. In diesem Zusammenhang
wire es ebenfalls interessant, die Wirkung von Sulfonylharnstoff-Herbiziden auf die
SN Neuronen bzw. die unterschiedlichen Katp-Kanaltypen zu untersuchen.

Kann die Aktivierung eines SURI-vermittelten Karp-Kanals nicht nur die
unterschiedliche metabolische Sensitivitdt dieser Neuronen erkldren, sondern auch ihre
generelle unterschiedliche Vulnerabilitit in Neurodegenerationsprozessen, wiirde dieser
Kanal ein  erstes  pharmakologisches  Target zur  Beeinflussung  der
Degenerationsempfindlichkeit der Neuronen bieten. Dies konnte der erste Schritt zur
Entwicklung eines Medikaments sein, mit dessen Hilfe es in weiter Zukunft moglich sein
konnte, den der Parkinson-Krankheit zugrundeliegenden Neurodegenerationsprozef3
aufzuhalten und diese Krankheit damit zu stoppen. Auch wenn dies jetzt noch sehr
utopisch erscheint, sollte dieses ferne Ziel, daB3 nicht nur dieser Arbeit, sondern den
meisten Forschungsprojekten an SN Neuronen zugrunde liegt, nicht aus den Augen

verloren werden.
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5 Zusammenfassung

ZUR MOLEKULARBIOLOGISCHEN ANALYSE DER GENEXPRESSION von einzelnen Neuronen
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Einzelzell-PCR-Protokoll entwickelt, mit dem es
reproduzierbar mdglich ist, nach elektrophysiologischer Charakterisierung eines Neurons
dessen mRNA zu gewinnen und in einer anschlieBenden multiplex-RT-PCR simultan die
Expression von bis zu acht Genen zu analysieren. Mit dieser Einzelzell-PCR Technik
wurden insgesamt iiber 180 GABAerge und dopaminerge Substantia nigra Neuronen von
C57Bl/6)J- und weaver-Méausen elektrophysiologisch und molekularbiologisch
charakterisiert. Die dopaminergen Neuronen der Substantia nigra (SN) sind von
besonderem Interesse, da eine Teilpopulation dieser Neuronen selektiv im fortschreitenden
Verlauf der Parkinson-Krankheit sowie in Tiermodellen dieser Krankheit (z.B. den
weaver-Mausen) abstirbt.

DA METABOLISCHER STREB, insbesondere Komplex I-Inhibition der Atmungskette, als
entscheidender Initiationsfaktor von Neurodegenerationsprozessen identifiziert wurde und
ATP-sensitive Kaliumkanile (Katp-Kanile) das elektrische Verhalten von Neuronen direkt
an ihren Energiestoffwechsel koppeln, stand die Analyse von Karp-Kanidlen in der
Substantia nigra im Mittelpunkt dieser Arbeit. Funktionelle tetradimere Karp-Kanile
bestehen aus zwei verschiedenen Untereinheiten: Einem Sulfonylharnstoffrezeptor
(SUR1/SUR2A/SUR2B) und einem einwértsrektifizierenden Kaliumkanal (Kir6.1/Kir6.2).

IN DER VORLIEGENDEN ARBEIT WURDE ERSTMALS die molekulare Komposition der K rp-
Kandle in SN Neuronen identifiziert: Elektrophysiologisch und molekularbiologisch als
GABAerg identifizierte Neuronen der SN Pars compacta lieferten keine Hinweise auf die
Expression von Karp-Kandlen. GABAerge Neuronen der SN Pars reticulata exprimierten
dagegen funktionelle Karp-Kandle mit einer hohen metabolischen Sensitivitidt und einer
ebenfalls hohen Affinitdt fiir den Karp-Kanalblocker Tolbutamid. Die Einzelzell-PCR-
Analysen lassen den Schluf3 zu, daB3 diese Karp-Kanile aus den Untereinheiten SUR1 und
Kir6.2 gebildet werden. In dopaminergen SN Neuronen wurden dagegen mittels
Einzelzell-PCR drei unterschiedliche mRNA-Expressionsmuster von Kapp-Kanal
Untereinheiten identifiziert. 39% aller analysierten Neuronen exprimierten SUR1 und
Kir6.2, 37% exprimierten SUR2B und Kir6.2 und 24% zeigten Koexpression von SURI,
SUR2B und Kir6.2. Pharmakologische Untersuchungen der dopaminergen Neuronen
wiesen ebenfalls auf mindestens zwei Typen von funktionellen Kapp-Kandlen mit

unterschiedlichen Affinititen fiir die Kap-Kanaloffner Diazoxid und Pinazidil und den
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Kanalblocker Tolbutamid hin. Die mRNA-Expression der verschiedenen SUR-Isoformen
konnte eindeutig mit unterschiedlichen Sensitivititen gegeniiber Rotenon, einem Blocker
des Komplex I der Atmungskette, korreliert werden. Die SURI exprimierenden
dopaminergen Neuronen zeigten auf Einzelzellebene eine 200fach  hoéhere
Rotenonempfindlichkeit im Vergleich zu SUR2B exprimierenden Neuronen. Dopaminerge
SN Neuronen, die beide SUR-Isoformen exprimierten, zeigten eine metabolische
Sensitivitit, die zwischen diesen beiden Extremen lag. Nur der SURI1 vermittelte Katp-
Kanal wurde bereits durch eine partielle Inhibition der Atmungskette, wie sie bei
Parkinson-Patienten nachgewiesen wurde, aktiviert.

DA BEI WEAVER-MAUSEN wie bei der Parkinson-Krankheit eine mediale,
calbindinpositive Subpopulation von dopaminergen Neuronen die fortschreitende
Degeneration iiberlebt, wurden die SN Neuronen in 14 Tage alten weaver-Miusen in der
vorliegenden Arbeit erstmalig umfassend charakterisiert. Die molekulare Ursache fiir den
weaver-Phénotyp ist eine Punktmutation im Gen fiir den durch G-Proteine aktivierbaren
Kaliumkanal Girk2. Die elektrophysiologische Untersuchung ergab, dal} diese
Punktmutation eine Funktionsédnderung des Girk2-Kanals zur Folge hat (gain-of-function):
Der mutierte Girk2-Kanal ist in den dopaminergen SN Neuronen stdndig aktiv, hat seine
Kaliumselektivitit verloren und kann durch G-Proteine nicht weiter aktiviert werden.
Durch einen stindigen Natriumeinstrom waren die dopaminergen Neuronen chronisch
depolarisiert und nicht mehr spontanaktiv. AuBerdem wurde gezeigt, daB die
dopaminergen Neuronen von weaver-Méusen im Gegensatz zum Wildtyp bereits aktivierte
Karp-Kanile besitzen, die ebenfalls zu dem elektrophysiologischen weaver-Phinotyp
dieser Neuronen beitragen.

MITTELS EINZELZELL-PCR wurde zudem die Expression der gesamten Familie von G-
Protein gekoppelten Kaliumkanilen (Girkl bis 4) untersucht. Es wurde gezeigt, daf} die
meisten dopaminergen SN Neuronen ausschlielich Girk2-mRNA exprimieren, und daf3
der geédnderte Phédnotyp dieser Neuronen in weaver nicht mit einem speziellen
Expressionsmuster an Girkl- bis Girk4-mRNA korreliert ist. Im Gegensatz dazu
exprimierten alle iiberlebenden dopaminergen Neuronen in 14 Tage alten weaver-Méusen
ausschlieBlich SUR1- und Kir6.2-mRNA, wihrend dopaminerge SN Neuronen aus
gesunden Geschwistertieren ein den C57Bl/6J-Méusen entsprechendes heterogenes
Expressionsmuster der verschiedenen SUR-Untereinheiten zeigten. Weitere Einzelzell-
PCR-Experimente ergaben, da3 diese liberlebenden Neuronen ebenfalls calbindinpositiv

waren. Dieser Befund legt nahe, da3 die Aktivierung von SUR1/Kir6.2 Karp-Kanilen, die
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wahrscheinlich durch chronischen Natriumeinstrom vermittelt wird, in den Mechanismus
des selektiven Uberlebens einer Subpopulation von dopaminergen SN Neuronen in
weaver-Méusen involviert ist.

DIE VORLIEGENDEN ARBEIT IDENTIFIZIERT somit die differentielle Karp-Kanal
Expression als ein molekulares Korrelat fiir die unterschiedlichen Sensitivitdten
dopaminerger SN Neuronen gegeniiber metabolischem Stre. Weitere Untersuchungen
sollen zeigen, ob die funktionelle Expression von unterschiedlichen Kapp-Kanaltypen auch

eine Rolle im selektiven Degenerationsprozef3 der Parkinson-Krankheit spielt.
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