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1 Einleitung

Aktionspotentiale sind die Basis der Informationsweiterleitung entlang der Plasmamembran
elektrisch erregbarer Zellen, wie Muskel- und Nervenzellen. Dabei handelt es sich um
wenige Millisekunden andauernde Auslenkungen des Membranpotentials, welche durch das
orchestrierte Offnen und SchlieBen spannungsgesteuerter lonenkanile vermittelt werden.
Spannungsgesteuerte Natriumkandle (Nav-Kandle) sind hierfur zentral, denn sie initiieren
Aktionspotentiale und tragen zu ihrer gerichteten Weiterleitung bei (Catterall, 2000). Die
physiologische Bedeutung der Nay-Kandle wird durch eine Reihe von Erkrankungen
unterstrichen, die auf vererbte oder erworbene Fehlfunktionen der Kanéle zurtickzufiihren
sind (D. L. H. Bennett & Woods, 2014; Laedermann et al., 2015).

Im Folgenden werden zunédchst der Aufbau und die molekulare Funktionsweise der Nay-
Kanéle beschrieben und ihre Rolle fiir die Nozizeption beleuchtet. Besonderes Augenmerk
wird auf den Subtyp Nav1.9 und seine Bedeutung fir die Nozizeption und die

Darmphysiologie gelegt.

1.1 Aufbau und Funktion spannungsgesteuerter Natriumkanale

Nav-Kanéle sind Proteinkomplexe, bestehend aus einer groRen a-Untereinheit (~260 kDa)
und 1-2 Kkleineren akzessorischen B-Untereinheiten (30-40 kDa) (Catterall, 2000). Die
Familie der S&uger-Nav-Kanéle (a-Untereinheiten) umfasst neun Mitglieder (Navl.1-
Nav1.9), die von den SCN-Genen (SCN1A-5A, SCN8A-11A) kodiert und gewebespezifisch
exprimiert werden (Goldin, 2001; Goldin et al., 2000). Sie vermitteln den transienten Na*-
Einstrom in elektrisch erregbaren Zellen und sind somit fiir deren Erregbarkeit von
fundamentaler Bedeutung. Obwohl die Proteinsequenzen der Nay-Kandle eine hohe
Homologie aufweisen (Goldin, 2001; Goldin et al., 2000), tiben die Subtypen im Organismus

zum Teil nicht-redundante Funktionen aus.

Neben den neun klassischen Nayv-Kandlen, wird von einem zehnten Gen (SCN7A) ein Nav-
ahnliches Protein (Nax) kodiert (Goldin, 2001). Trotz seiner Homologie zu den Nay-Kanélen
scheint es sich bei Nax um keinen klassischen Nay-Kanal zu handeln, sondern vielmehr um
einen unspezifischen Kationenkanal, der vermutlich mit der Regulation der Salzhomdostase
in Verbindung steht (Hiyama et al., 2002; Noland et al., 2022).



Nav-Kanéle werden gewebespezifisch exprimiert (Tabelle 1) und lassen sich historisch
anhand ihrer Sensitivitdt gegenuber dem Neurotoxin Tetrodotoxin (TTX) klassifizieren
(Catterall et al., 2005; Goldin, 2001; Goldin et al., 2000). Dabei werden sie in TTX-sensitive
(TTXs) und TTX-resistente (TTXr) Kanéle eingeteilt. Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3, Navl.4,
Nav1.6 und Navl.7 gehoren zu den TTXs Kanélen, da sie bereits durch nanomolare
Konzentrationen an TTX (ICso zwischen 1-25 nM) inhibiert werden (Goldin, 2001). Zu den
TTXr-Kandlen zahlen Nay1.5, Nay1.8 und Nay1.9 (ICso >> 1 uM) (Goldin, 2001).

Tabelle 1: Familie humaner Nav-Kanéle und ihre akzessorischen g-Untereinheiten. Angegeben sind die
kodierenden Gene, das primére exprimierende Gewebe, sowie die TTX-Sensitivitdt. Die primar in
Nozizeptoren exprimierten Nay-Kanéle sind rot umrandet. ZNS: Zentralnervensystem, PNS: peripheres
Nervensystem, DRG: dorsale Hinterwurzelganglien.

Kanal Gen Primares Gewebe TTX-Resistenz

Na 1.1 SCN1A ZNS, PNS nein

Na 1.2 SCN2A ZNS nein

Na 1.3 SCN3A ZNS nein

Na 1.4 SCN4A Skelettmuskulatur nein

Na 1.5 SCN5A Herzmuskel, Darmneurone ja

NaV1.6 SCNB8A ZNS, PNS nein

Na 17  SCNA  PNS:As-undC-Fasen  nen !
ENaV1.8 SCN10A PNS: DRG, Ad- und C-Fasern ja E
A LS SN NS DR, s |
Na, SCN7A DRG, Herz- und Skelettmuskulatur, Uterus, Astrozyten nein

Navpl SCN1B ZNS, PNS, Herz

Navf2 SCN2B ZNS, PNS, Herz

Navp3 SCN3B ZNS, PNS, Herz

Nayp4 SCN4B ZNS, PNS, Herz

Strukturell betrachtet bildet die a-Untereinheit der Nav-Kanéle einen langen Proteinstrang
(Abb. 1A), der vier homologe Doménen (DI-DIV) mit je sechs Transmembransegmenten
(S1-S6) formt, die Uber extra- und intrazelluldre Linker miteinander verknipft sind (Numa
& Noda, 1986). Die Transmembransegmente S1-S4 der einzelnen Domanen bilden die
Spannungssensoren des Kanals, die am Aktivierungsvorgang der Kanéle beteiligt sind
(Payandeh et al., 2011). Die S4-Segmente enthalten positiv geladene Aminoséure (AS)-
Reste (sog. Schaltladungen), die von hydrophoben AS-Resten in S1-S3 umgeben sind und
auf Spannungsanderungen der Zellmembran reagieren (Bezanilla, 2000). Bei einer
Depolarisation der Zellmembran bewegen sich die positiven Ladungen der S4-Segmente in

Richtung extrazelluldr, wodurch weitere Konformationsédnderungen eingeleitet werden und



damit das Offnen der Kanalpore veranlasst wird (Catterall, 2000). Infolgedessen konnen
Na*-lonen in die Zelle einstromen. Die Kanalpore wird von den Transmembransegmenten
S5 und S6 zusammen mit den dazwischen liegenden Linker-Regionen geformt (Catterall,
2000). Die Na'-Selektivitait der Nay-Kandle wird durch einen ringférmigen
Selektivitatsfilter determiniert, der von Asparaginsaure, Glutaminsaure, Lysin und Alanin
(sog. DEKA-Motiv) in den extrazellularen S5/S6-Linkern gebildet wird (Heinemann et al.,
1992). Dem Aktivierungsvorgang folgt eine schnelle Inaktivierung der Kandle, bei der ein
hydrophobes AS-Motiv, gebildet durch die drei hydrophoben Reste Isoleucin, Phenylalanin
und Methionin (sog. IFM-Motiv) die Kanalpore verschlieRt und den weiteren Einstrom von
Na* verhindert (West et al., 1992). Diese in allen Sauger-Nay-Kanalen stark konservierte
Sequenz befindet sich im zytoplasmatischen Linker zwischen DIII und DIV (Catterall,
2000). Nach dem ,, hinged-lid “-Modell ist der intrazelluldre Linker mit dem IFM-Motiv frei
beweglich und verschliel3t beim Inaktivierungsvorgang die Kanalpore, indem es an einen
intrazelluldr zugénglichen Rezeptor innerhalb der Kanalstruktur bindet (West et al., 1992).
Studien deuten darauf hin, dass es sich bei dem Rezeptor um Epitope in den S4-S5-Linkern
der Doménen DIl und DIV handelt (Filatov et al., 1998; Lerche et al., 1997; McPhee et al.,
1998; M. R. Smith & Goldin, 1997; Tang et al., 1998). Auerdem konnte gezeigt werden,
dass die S6-Segmente am Aktivierungs- und Inaktivierungsvorgang der Nay-Kanale
beteiligt sind und AS-Austausche in den distalen Bereichen mit schwerwiegenden
Krankheitsbildern wie beispielsweise kongenitaler Analgesie (Congenital Insensitivity to
Pain, CIP) assoziiert sind (King et al., 2017; Leipold et al., 2013; McPhee et al., 1995;
Yarov-Yarovoy et al., 2002). Neben den beschriebenen Strukturen konnte nachgewiesen
werden, dass auch der C-Terminus zur Inaktivierung der Nay-Kanéle beitrdagt (Choi et al.,
2004; Goral et al., 2015; Mantegazza et al., 2001).



A a-Untereinheit

DIl DIl DIV
extrazellular A
+ +
4+
+ +
intrazellular NS

IFM

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines eukaryotischen spannungsgesteuerten Natriumkanals. (A)
Topologiemodell der a-Untereinheit, bestehend aus vier homologen Domanen (DI-DIV) mit je sechs
Transmembransegmenten (S1-S6), die durch extra- bzw. intrazellulare Linker miteinander verkniipft sind. Der
DII/DIV-Linker vermittelt die schnelle Inaktivierung der Kanile. Die Spannungssensoren sind mit ,,+
gekennzeichnet. Doméne | und Il1, sowie der IFM-Linker sind farblich hervorgehoben. Zusétzlich ist eine B-
Untereinheit schematisch dargestellt. (B) 3D-Struktur eines Nay-Kanals in Seitenansicht. (C) 3D-Struktur eines
Nav-Kanals aus der Sicht von unten (intrazelluldr). Analog zu A wurden DI, DIl und DII/DIV farblich
hervorgehoben.

Der Schaltzyklus der Nav-Kanéle lasst sich vereinfacht durch drei Zustdnde beschreiben
(Ahern et al., 2016). Dazu gehort der geschlossene, der offene und der inaktivierte Zustand.
Im stark hyperpolarisierten Zustand der Membran befinden sich die Nay-Kanéle in einem
geschlossen deaktivierten Zustand und die Kanalleitfahigkeit betragt 0 (Abb. 2A, links). Bei
einer Depolarisation der Membran 6ffnet der Kanal und Na*-lonen strémen in die Zelle ein
(Abb. 2A, mitte). Daraufhin wird der Kanal in einen inaktivierten Zustand tberfiihrt und der

weitere Einstrom von Na*-lonen in die Zelle verhindert (Abb. 2A, rechts).



A B

geschlossen (c) offen (o) inaktiviert (i) 5@ !
| |
extrazellular ‘ i ) '
{ A [ \ |
\ | \ { Il
W LAY 1 W,
- A -, IV )
intrazellular ‘ \) o
IFM IFM

Abbildung 2: Schaltzustdande von Nav-Kandlen. (A) Schematische Darstellung der drei
Konformationszustande ,,geschlossen®, ,,offen* und ,,inaktiviert*. Die Doménen I, 11 und 1V sind schematisch
dargestellt. DI wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit als gestrichelte Line angedeutet. Das die Inaktivierung
vermittelnde hydrophobe IFM-Motiv (DIII/DIV) verschlieit nach dem ,, hinged-lid“-Modell die Kanalpore.
(B) Stromantwort von TTXs-Kanélen auf eine Depolarisation der Zellmembran von -120 mV auf -30 mV,
gemessen in einem Kkleinkalibrigen murinen DRG-Neuron. Die Schaltzustdnde sind analog zu A in
geschweiften Klammern angegeben: c-geschlossen; o-offen; i-inaktiviert.

Schalteigenschaften von Nayv-Kanalen kénnen durch eine Vielzahl regulatorischer Proteine,
wie z.B. durch akzessorische B-Untereinheiten moduliert werden (Bouza & Isom, 2017,
O’Malley & Isom, 2015). Die B-Untereinheiten gehdren zu den Zelladhasionsmolekiilen und
bilden eine Familie von vier Subtypen (Navf1-Navp4) (O’Malley & Isom, 2015). Sie
bestehen aus einem Transmembransegment mit einem extrazellularen N-Terminus und
einem intrazellularen C-Terminus und beeinflussen neben der Membranlokalisation auch die
Schalteigenschaften der Kanéle, indem sie mit den a-Untereinheiten interagieren (O’Malley
& Isom, 2015). Eine Interaktion mit den a-Untereinheiten kann entweder nicht-kovalent
(Navp1 und Navp3) oder kovalent (Navp2 und Navp4) iber extrazellulare Disulfidbriicken
erfolgen (O’Malley & Isom, 2015). Jingst wurde gezeigt, dass die a-Untereinheiten der
Sduger-Nav-Kandle miteinander interagieren und als Dimere funktionell miteinander
wechselwirken (Clatot et al., 2017). Daneben wurden Kanalinteraktionen mit Proteinen, wie
Calmodulin (Choi et al., 2006), Ankyrin-G (Shirahata et al., 2006) oder Annexin Il (Okuse
et al., 2002) nachgewiesen. Es wurde auch gezeigt, dass die Kandle posttranslational
glykosiliert, ubiquitiniert, palmitoyliert, nitrosyliert und von Kinasen phosphoryliert werden
kdnnen (Cheng et al., 2021; Pei et al., 2018; Tyrrell et al., 2001). Die Vielzahl dieser
regulatorischen Mechanismen weist auf eine komplexe Modulation der Kanéle im

physiologischen und pathophysiologischen Kontext hin.



1.2 Physiologie und Pathophysiologie von Nav1.9

Aufgrund seiner hohen Expression in den sensorischen Neuronen der dorsalen
Hinterwurzelganglien (DRG), wurde Nayv1.9 schon frith mit der Nozizeption in Verbindung
gebracht. Die Entdeckung von Nayv1.9-abhangigen Schmerzerkrankungen beim Menschen,
die von neuropathischen Schmerzen bis hin zu CIP reichen, bestatigte zudem, dass Nav1.9
auch fur die menschliche Schmerzphysiologie von groRer Bedeutung ist (Huang et al., 2017;
Leipold et al., 2013, 2015; Okuda et al., 2016). Interessanterweise zeigten diese Fallstudien
auch, dass Fehlfunktionen von Nay1.9 zu ausgepragten gastrointestinalen Beschwerden, wie
Obstipation und Diarrhd, fuhren kdnnen. Die bisherige Forschung konzentrierte sich primar
auf die Funktion von Nav1.9 in Nozizeptoren und wird — trotz groRer Fortschritte — nach wie
vor durch die notorisch schwierige Expression der Kanéle in heterologen Systemen
erschwert. Die Rolle von Nay1.9 in enterischen Neuronen ist weitaus weniger gut untersucht,
vor allem deshalb, weil enterische Neurone in dicken Gewebeschichten eingebettet und fur
die experimentelle Manipulation weitaus weniger gut zuganglich sind als DRG-Neurone.
Nachfolgend wird ein Uberblick tber die physiologischen und pathophysiologischen
Aspekte von Nav1.9 gegeben.

1.2.1 Funktion und Regulation von Nav1.9 in sensorischen Neuronen

Fur das Detektieren schmerzhafter Reize ist der Sdugerorganismus mit hoch spezialisierten
Neuronen, sog. Nozizeptoren, ausgestattet. Dabei handelt es sich um primare sensorische
Neurone, die Zielstrukturen, wie z.B. Haut oder Muskelgewebe innervieren, dort
schadigende Stimuli hoher Intensitét registrieren und den Reiz in elektrische Signale, d.h.
Aktionspotentiale, Ubersetzten (Dubin & Patapoutian, 2010). Diese nozizeptive
Transduktion findet in den Endigungen der dinnen myelinisierten Ad-Fasern und nicht
myelinisierten C-Fasern statt (McEntire et al., 2016), deren Zellkdérper in den DRGs
lokalisiert sind (siehe Abb. 3). Die DRGs befinden sich in den Foraminae intervertebraliae,
den Offnungen des Wirbelkanals zwischen je zwei benachbarten Wirbeln der Wirbelsiule
(Platzer, 2013). Diese zum PNS gehdrenden Ganglien umfassen (ber ein Dutzend
verschiedene hoch komplexe neuronale Subtypen (Sharma et al., 2020), die die eingehenden
Signale registrieren und die Information Uber das dorsale Hinterhorn an Neurone des ZNS
im Rickenmark weiterleiten (Dubin & Patapoutian, 2010). Abhangig von Art und Intensitat
des Stimulus konnen innerhalb des Rickenmarks Reflexbdgen ausgeldst werden, die eine

schnelle motorische Antwort (z.B. Kontraktion der Skelettmuskulatur) veranlassen (Pape et
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al., 2019). Vom Rickenmark aus werden die Signale weiter zur Medulla und Uber das
Mesencephalon zum Thalamus geleitet, dessen Neurone sie zum somatosensorischen und
anterioren  cinguldren Kortex Ubertragen, wo die kognitiven Aspekte der
Schmerzwahrnehmung vermittelt werden (Tracey & Mantyh, 2007).

DRG-Neuron

somato-
sensorischer
Cortex

noxischer

Stimulus
dorsales
Hinterwurzel-

freie Nerven- ganglion
endigungen (DRG)

Riickenmark

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Grundprinzips der peripheren Nozizeption. Freie
Nervenendigungen spezialisierter sensorischer Neurone, sog. Nozizeptoren, registrieren sensorische Reize
hoher Intensitat (noxische Stimuli), die in Aktionspotentiale ibersetzt und entlang afferenter Bahnen tber die
dorsalen Hinterwurzelganglien zum Rickenmark und von dort weiter zum somatosensorischen Cortex im
Gehirn geleitet werden, wo die Information dann als Schmerz wahrgenommen wird. Die Abbildung wurde
mithilfe von BioRender.com (2023) erstelt.

Die Kanale Nay1.7, Nay1.8 und Nav1.9 leisten den groften Beitrag zur Na*-Leitfahigkeit
nozizeptiver Fasern (D. L. Bennett et al., 2019; S. Dib-Hajj et al., 1998; Tate et al., 1998).
Nav1.7 und Nav1.8 werden sowohl in den C-Fasern, als auch in den Ad-Fasern exprimiert,
wohingegen Nayv1.9 im Wesentlichen in den kleinkalibrigen C-Faser-Neuronen vorkommt
(Akopian et al., 1996; S. Dib-Hajj et al., 2002). Die drei Nay-Subtypen unterscheiden sich
funktionell hinsichtlich ihrer Spannungsabhangigkeit und Schaltkinetik (Abb. 4) (D. L.
Bennett et al., 2019). Aufgrund dieser Unterschiede ubernehmen sie teilweise nicht-
redundante Funktionen in den Nozizeptoren. Wéhrend Nayl1.7 als Schwellenwertkanal
fungiert und Nay1.8 den schnellen AP-Aufstrich vermittelt, wird angenommen, dass Nay1.9
nicht direkt APs initiieren kann, sondern die Lage des Ruhemembranpotentials (RMP)
reguliert und auf diese Weise die Erregbarkeit der Neurone beeinflusst (D. L. Bennett et al.,
2019; Herzog et al., 2001; Renganathan et al., 2001). Gegenstand aktueller Forschung ist
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unter anderem die Frage, welche Epitope der Kanalstruktur flr die ausgepragt langsamen

Inaktivierungseigenschaften von Nay1.9 verantwortlich sind (Goral et al., 2015).

-30 mV

TTXs Nay1.8 (TTXr) Nay1.9 (TTXr)

vuz

vul

20 ms

Abbildung 4: Stromantworten unterschiedlicher Nav-Subtypen sensorischer Neurone. Repréasentative
Stromantworten von TTXs und TTXr Nay-Kandlen bei einer Membrandepolarisation von -30 mV im
Vergleich. TTXs-Kandle sensorischer Neurone (z.B. Nayl1.7) weisen eine schnelle Aktivierungs- und
Inaktivierungskinetik auf (links), wahrend diese Prozesse bei den TTXr Subtypen Nay1.8 und Nay1.9 deutlich
langsamer ablaufen.

Erste Belege fiir eine Rolle von Nav1.9 bei der Nozizeption wurden durch tierexperimentelle
Studien gewonnen. Der Knockout des Scnlla-Gens in Méusen bewirkte eine verminderte
inflammatorische Hyperalgesie der Tiere, was auf die Bedeutung von Nay1.9 bei
inflammatorischen Schmerzprozessen hindeutet (Amaya et al., 2006; Lolignier et al., 2011,
Priest et al., 2005). Murine Nervenfaserableitungen von Nay1.9-KO-Tieren zeigten
weiterhin eine verminderte Erregbarkeit der C-Faser-Neurone und unterstreichen damit die
Relevanz von Nay1.9 fir die Regulation der Nozizeptor-Erregbarkeit (Hoffmann et al.,
2017). Die Bedeutung von Nayv1.9 fiir inflammatorische Prozesse wird weiter durch in-vitro-
Studien an murinen Wildtyp-DRG-Neuronen unterstutzt, die zeigen, dass die gemeinsame
Applikation der inflammatorischen Mediatoren Bradykinin, ATP, Histamin, Prostaglandin-
E> (PGE2) und Norepinephrin, die Stromantwort von Nay1.9 erhoht und damit die
Erregbarkeit der Nozizeptoren steigert (Maingret et al., 2008). In Colon-innervierenden
Afferenzen von Wildtyp-Méusen resultierte die Applikation einer &hnlichen Kombination
inflammatorischer Mediatoren, namlich Bradykinin, ATP, Histamin, PGE. und
5-Hydroxytryptamin in einem verstarkten Feuerverhalten der Neurone (Hockley et al.,
2014). Dieser Effekt konnte jedoch nicht in Nay1.9-KO-Tieren beobachtet werden (Hockley
et al., 2014). Erganzend konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des Neurokinin-3-
Rezeptors (NK3) in enterischen Neuronen zu einem Anstieg der Stromantwort von Nay1.9
fiihrt (Copel et al., 2009). Dies unterstitzt die Annahme, dass sowohl NK3 als auch Nay1.9



mit viszeralem Schmerz und Stress-induzierter viszeraler Hypersensitivitat assoziiert sind
(Martinez & Melgar, 2008; Sanger, 2004).

Auch flr Kalteschmerzen wird Nay1.9 eine wichtige Bedeutung zugeschrieben, was mit
seiner hohen Expression in kaltesensitiven sensorischen Neuronen korreliert (Lolignier et
al., 2015). Untersuchungen zeigten, dass zum Feuern von APs als Folge von
Kélteeinwirkung, Nayv1.9 benotigt wird und das die durch Kélte induzierte Schmerzantwort
bei Nay1.9-KO Méausen und Ratten reduziert ist (Lolignier et al., 2015). Die Relevanz von
Nav1.9 fur Kéalteschmerz wird zudem durch Studien belegt, in denen durch Kélte ausgeltste
und intensivierte, periphere Schmerzattacken auf hyperaktive Nayv1.9-Varianten
zurtickgefuhrt werden kénnen. (Leipold et al., 2015; Matsubara et al., 2021).

Fur die Regulation von Nav1.9 in sensorischen Neuronen wurden neben inflammatorischen
Mediatoren auch weitere regulatorische Faktoren, wie Kinasen und G-Proteine beschrieben,
die vermutlich Uber Signalkaskaden in unmittelbarer Verbindung miteinander stehen (Baker
et al., 2003; Ostman et al., 2008). Experimentelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass
Nav1.9 von Proteinkinase C (PKC) in nozizeptiven DRG-Neuronen als Folge von
inflammatorischen Prozessen hochreguliert wird (Bai et al., 2020). Neben der Modulation
durch PKC, wurde auch die Modulation von Nav1.9 durch Proteinkinase A (PKA)
beschrieben (Gold et al., 1998; Kakimura et al., 2010). Auch eine Beteiligung von
G-Proteinen an der Regulation der Aktivitdt von Nayv1.9 konnte nachgewiesen werden
(Vanoye et al., 2013). Eine Studie zeigt, dass G-Protein-Signalwege durch den
inflammatorischen Mediator PGE: beeinflusst werden und dadurch Nay1.9 in murinen DRG
Neuronen hochreguliert wird (Rush & Waxman, 2004). Dariiber hinaus kann die
Funktionsweise von Nay1.9 durch vielféltige interagierende molekulare Strukturen
beeinflusst werden, z.B. durch posttranslationale Modifikationen in Form von
Glykosilierung (Tyrrell et al., 2001) oder durch die Bindung des Zelladhesionsmolekiils
Contactin, das den Transport des Kanals zur Plasmamembran beeinflusst (Liu, Dib-Hajj &
Black, 2001). Es wird angenommen, dass Nav1.9 in Cholesterol-reichen ,Lipid-Rafts*
innerhalb der Membran lokalisiert ist und dort durch Adhasionsmolekiile, wie z.B. Contactin
verankert wird (Amsalem et al., 2018; Liu et al., 2001). Stérungen dieser Interaktion
innerhalb der ,,Lipid-Rafts* kénnen zu einer veranderten neuronalen Erregbarkeit fiihren
(Pristera et al., 2012). Untersuchungen weisen auf einen Zusammenhang zwischen dem
Cholesterol-Level in der Plasmamembran und der Stromantwort von Nayv1.9 hin (Amsalem

et al., 2018). Es wird angenommen, dass inflammatorische Mediatoren durch einen von
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reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)-abhéngigen Mechanismus auf Cholesterol und Nay1.9 in
der Membran wirken, wodurch Schmerzsignalwege moduliert werden kénnten (Amsalem et
al., 2018). Eine direkte Interaktion von ROS mit Nay-Kanélen konnte bereits nachgewiesen
und an einzelnen Subtypen, wie z.B. Nav1.4 und Nay1.8 systematisch untersucht werden
(Kassmann et al., 2008; Schink et al., 2016). ROS modulieren vor allem den Prozess der
Kanalinaktivierung, indem sie die dafur relevanten Strukturen angreifen. Es konnte gezeigt
werden, dass unter den Nav-Kanélen Nayv1.8 besonders sensitiv gegeniiber ROS zu sein
scheint, wobei einerseits dessen Inaktivierung verlangsamt und andererseits die
Stromamplitude reduziert wird (Schink et al., 2016). Als Folge werden die APs in DRG-
Neuronen breiter, wahrend die Feuerfrequenz abnimmt (Schink et al., 2016). Wichtig zu
erwéhnen ist, dass die Daten aus der Studie unter dem Einsatz unphysiologisch hoher ROS-
Level gewonnen wurden. Wie sich physiologisch relevante Level von ROS auf Nozizeptoren
auswirken und ob hierbei auch Nay1.9 eine Rolle spielt, ist unbekannt. Aufgrund der
Schwierigkeiten seiner heterologen Expression existieren bislang keine Daten zur ROS-

abhangigen Modulation von Nay1.9-Kanélen.

1.2.2 Navl1.9-abhéangige Erkrankungen

Bis heute wurden mehr als 19 Mutationen im humanen SCN11A-Gen identifiziert und mit
einem breiten Spektrum an Schmerzerkrankungen in Verbindung gebracht (Baker & Nassar,
2020). Dieses erstreckt sich von CIP bis hin zu peripheren Schmerzattacken, wobei letztere
entweder dem familidren episodischen Schmerzsyndrom Typ 11l (FEPS-1I1) oder dem
Klinischen Bild der Small-Fiber-Neuropathie (SFN) zugeordnet werden. Die Nayl1.9-
abhdngige Analgesie ist durch einen Verlust der Schmerzwahrnehmung als Leitsymptom
gekennzeichnet und wird von Hyperhidrose sowie Missempfindungen, z.T. Pruritus sowie
Darmfunktionsstorungen begleitet (King et al., 2017; Leipold et al., 2013; Phatarakijnirund
etal., 2016). Die Darmsymptomatik kann bis hin zur lang anhaltenden Obstipation und damit
verbundener kinstlicher Ernahrung des betroffenen Patienten fuhren, wie es z.B. fur Trager
der Analgesie-assoziierten Variante Nayv1.9-L811P berichtet wurde (Leipold et al., 2013).
Die Mehrzahl der bis heute beschriebenen Nayv1.9-Varianten verursachen bei den Trégern
periphere Schmerzattacken, die unterschiedlich stark ausgepragt sind und auch hinsichtlich
ihres Onsets variieren. Bei einigen Patienten (FEPS-111) beginnen die Symptome bereits in
der Kindheit (Han et al., 2017; Huang et al., 2019; Leipold et al., 2015; Leng et al., 2017;
Okuda et al., 2016; X. Y. Zhang et al., 2013), wahrend sie in anderen Féllen (SFN) erst im
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Erwachsenenalter auftreten (Ginanneschi et al., 2019; Han et al., 2015; Huang et al., 2014).
Das klinische Bild von FEPS-1II ist primdr gekennzeichnet durch episodische
Schmerzattacken, meist die distalen unteren Extremitaten betreffend, Hyperhidrose, sowie
Darmfunktionsstorungen, die jedoch im Vergleich zu denen der oben erwéhnten CIP-
Patienten deutlich milder ausgeprégt sind (Han et al., 2017; Leipold et al., 2015; Leng et al.,
2017; Okuda et al., 2016; X. Y. Zhang et al., 2013). Der klinische Phénotyp der Nay1.9-
abhangigen SFN ist dem von FEPS-I1I sehr dhnlich, allerdings ist Nayv1.9-assoziierte SFN
zusétzlich gekennzeichnet durch eine Degeneration der kleinen peripheren Nervenfasern
(Han et al., 2015; Huang et al., 2014). Nennenswert ist zudem, dass von einigen Tragern
Schmerz-asssoziierter Nayv1.9-Varianten davon berichtet wird, dass ihre Beschwerden durch
Kélte verstarkt werden (Leipold et al., 2015).

Interessanterweise weisen alle der bis heute bekannten und funktionell charakterisierten
pathologischen Nay1.9-Varianten gain-of-function (GOF)-Charakteristika auf, die sich in
Form einer verstarkten Kanalaktivierung, einer beeintrachtigten Kanalinaktivierung oder
einer Kombination beider Funktionsverdnderungen &uBern (Huang et al., 2014, 2017;
Leipold et al., 2013; X. Y. Zhang et al., 2013). Dabei fallt die Auspragung dieser Effekte
zwischen den einzelnen Varianten sehr unterschiedlich aus. Interessant ist es, die
Lokalisation der pathogenen AS-Austausche innerhalb der Kanalstruktur zu betrachten
(Abb. 5). Beispielsweise befinden sich alle drei bis heute bekannten Nay1.9 abhdngigen
Analgesie-assoziiertenVarianten L396P, L811P und L1302F (King et al., 2017; Leipold et
al., 2013; Phatarakijnirund et al., 2016; Woods et al., 2015) in den distalen S6-Segmenten
(Abb. 5, rote Markierungen), die den intrazellul&ren Bereich der Kanalpore formen. Nayv1.9-
Varianten, die mit einem Schmerzphénotyp assoziiert sind, zeigen hingegen keine
Clusterbildung und verteilen sich Uber die gesamte Kanalstruktur (Abb. 5, blaue

Markierungen).
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Abbildung 5: Topologische Reprasentation bekannter Mutationen im Nay1.9-Kanal. Alle bekannten CIP-
auslésenden Mutationen (rot) befinden sich in den S6-Segmenten der Doménen |, 11 und Ill. Mit einem
Schmerzphénotyp assoziierte Mutationen (blau) verteilen sich tber die gesamte Kanalstruktur (nach Baker &
Nassar, 2020).

Sowohl bei Nayv1.9-abhdngigen Analgesie-assoziierten Varianten als auch bei den
Schmerzvarianten wurde beobachtet, dass das klinische Bild von Darmfunktionsstérungen
unterschiedlichster Auspragung begleitet wird (Huang et al., 2014; King et al., 2017; Leipold
et al., 2013, 2015; Okuda et al., 2016; Phatarakijnirund et al., 2016; Zhao et al., 2022). Der
Zusammenhang zwischen Darmsymptomatik und Fehlfunktionen von Nay1.9 ist nicht
verwunderlich, da Nay1.9 auch in Darmneuronen funktionell exprimiert wird (Coste et al.,
2004; Padilla et al., 2007; Rugiero et al., 2003).

1.2.3 Rolle von Nav1.9 im enterischen Nervensystem

Das enterische Nervensystem (ENS) besteht im Wesentlichen aus zwei neuronalen
Netzwerken, dem Auerbach Plexus (Plexus myentericus) und dem Meissner Plexus (Plexus
submucosus), die groitenteils unabhdngig vom ZNS fungieren und Verdauungsfunktion,
Peristaltik und Sekretion von Botenstoffen steuern (Grundy et al., 2006). Innerhalb dieser
Netzwerke wurden 12 Subtypen von Neuronen identifiziert, die sich in exzitatorische und
inhibitorische Motoneurone, Interneurone und intrinsische primére afferente Neurone
(IPANSs) unterteilen lassen (Morarach et al., 2021). IPANs sind mechanosensorische
Neurone, die physiologische Reize, wie Bewegung der Villi, intestinale Muskelkontraktion
und Verdnderungen der chemischen Zusammensetzung im Lumen detektieren (Furness,
1998). Es konnte nachgewiesen werden, dass Nav1.9 in neuronalen Subtypen des
Darmtraktes, wie den IPANs funktionell exprimiert wird (O’Donnell et al., 2016; Rugiero
et al., 2003) und der Kanal an der Regulation der Darmmotilitat beteiligt ist (Osorio et al.,
2014; Rugiero et al., 2003). Dies wird unterstitzt durch Untersuchungen an Nay1.9-KO-
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Mausen, die zeigen, dass diese Tiere Darmmotilitatsstorungen aufweisen (Copel et al.,
2013).

Darmneurone weisen eine andere Kanalausstattung als DRG Neurone auf und exprimieren
kein Nay1.8, jedoch die TTXr Kanéle Nay1.5 und Nay1.9 (Osorio et al., 2014; Rugiero et
al., 2003) sowie die TTXs Kanéle Nay1.7 und Nav1.3 (Sage et al., 2007). Studien an murinen
Darmplexus-Praparaten zeigten weiterhin, dass Nayl1l.5 zum schnellen AP-Aufstrich in
Darmneuronen beitragt und Nav1.9 der AP-Repolarisationsphase entgegenwirkt (Osorio et
al., 2014). Weitere Untersuchungen an Darmplexus-Préparaten zeigten, dass die Aktivierung
des NK3-Rezeptors, zu einem Anstieg der Stromantwort von Nayv1.9 in enterischen
Neuronen fuhrt und dadurch der Schwellenwert zur Ausldsung von APs gesenkt wird (Copel
et al., 2009). In Ratten wurde auBerdem gezeigt, dass Nay1.9 in der Hélfte der zum Darm
projizierenden sensorischen DRG-Neuronen exprimiert wird und dass Nay1.9 fir die
Mechanosensation, die Erregbarkeit der Neurone und die Sensitivierung durch
inflammatorische Mediatoren wichtig ist (Hockley et al., 2014). So ist es nicht
verwunderlich, dass Dysfunktionen von Nay1.9-Kanalen mit komplexen gastrointestinalen
Beschwerden einhergehen. Im Einklang damit zeigten etwa Untersuchungen an
Darmgewebe von Patienten mit Hirschsprung-Erkrankung eine verminderte Expression des
Nav1.9-Kanals (O’Donnell et al., 2016). Auch Patienten mit Nayl.9-assoziierten
Schmerzerkrankungen sind von ausgepragten Darmfunktionsstérungen betroffen. So ist
beispielsweise ein Patient mit CIP, der Trdger der Variante Nay1.9-L396P ist, von
Obstipation betroffen (King et al., 2017), ein weiterer CIP-Patient mit der Variante Nay1.9-
L1302F von chronischer Diarrhde (Phatarakijnirund et al., 2016) und CIP-Patienten mit der
Variante Nay1.9-L811P von wechselnden Phasen mit Obstipation und Diarrhée, die
mitunter auch eine temporare parenterale Erndhrung erforderlich machen (Leipold et al.,
2013). Doch nicht nur Patienten mit Nayvl.9-abhéngiger Analgesie sind von
gastrointestinalen Beschwerden betroffen. Auch Patienten mit Nay1.9-abhangiger
Schmerzsymptomatik weisen gastrointestinale Beschwerden, wie Diarrhde oder
Obstipation, auf (Huang et al., 2014; Leipold et al., 2015; Okuda et al., 2016), wobei die
Darmsymptomatik in diesen Fallen generell milder ausgeprégt ist. Bislang existieren kaum
Daten zur Pathophysiologie von Nayv1.9 in enterischen Neuronen, da die Neurone in dicken
Muskelschichten eingebettet sind und somit der experimentelle Zugang limitiert ist. Da die

Isolation von Darmneuronen kompliziert und bisher nur sehr ineffizient moglich ist, bleibt
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unklar, wie sich pathologische Nay1.9-Varianten auf die Funktion enterischer Neurone

auswirken.

1.2.4 Weitere Funktionen von Nav1.9

Neben der funktionellen Expression von Nay1.9 in sensorischen DRG-Neuronen und
Darmneuronen, wurde der Kanal auch in Trigeminalganglien (Scroggs, 2012), sowie in den
sensorischen Haarzellen und Neuronen des auditorischen und vestibuldaren Systems
identifiziert (Cai et al., 2015; Zu et al., 2021). Nav1.9-KO-Maduse zeigten bereits im Alter
von zwei Monaten einen Verlust der Wahrnehmung von hohen Frequenzen (Zu et al., 2021).
Weitere Untersuchungen an Nay1.9-KO-Madusen zeigten ein vermindertes Axonwachstum
von Motoneuronen (Subramanian et al., 2012). Eine weitere Studie konnte Nay1.9-
Expression in den magnozelluldren neurosekretorischen Zellen des Nucleus supraopticus im
Hypothalamus nachweisen (Black et al., 2014). Weiterhin deuten molekularbiologische und
immunhistochemische Daten darauf hin, dass der Kanal in Photorezeptoren und Miiller-
Gliazellen des visuellen Systems exprimiert wird (O’Brien et al.,, 2008). Andere
Untersuchungen weisen auf die Beteiligung von Nayv1.9 an inflammatorischen Prozessen
und damit assoziierter Fehlfunktion der Harnblase hin (Ritter et al., 2009). Kurzlich
verOffentlichte Forschungsergebnisse zeigen eine Rolle von Nay1.9 bei der Aktivierung von

C-Fasern der Atemwege durch inflammatorische Mediatoren (J. S. Kim et al., 2023).

1.3 Zielstellung der Arbeit

Funktionsstérungen von Nay1.9-Kandlen konnen beim Menschen chronische periphere
Schmerzattacken, aber auch CIP und schwerwiegende Beeintrdchtigungen der
Darmfunktion hervorrufen. Insbesondere der Verlust der IFM-vermittelten Inaktivierung der

Kanéle scheint mit den Ph&notypen Analgesie und Darmfunktionsstérungen einherzugehen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik, Funktionsstérungen von
Nav1.9-Kandlen und deren Auswirkungen auf sensorische Neurone qualitativ und
quantitativ zu erfassen und dadurch ein besseres Verstandnis tiber die Mechanismen der mit
Nav1.9 in Verbindung stehenden Erkrankungen zu erlangen. Die in der vorliegenden Arbeit

dargelegten Untersuchungen umfassen folgende drei Schwerpunkte:
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1. Molekulare Determinanten der besonderen Schalteigenschaften von Nay1.9

Mittels systematisch generierter Kanalchiméren wird untersucht, welche molekularen

Mechanismen den besonderen Schalteigenschaften der Nay1.9-Kanéle zugrunde liegen.
2. Analyse krankheitsassoziierter Nay1.9-Varianten

Die im Rahmen dieser Arbeit neu identifizierten Schmerz-assoziierten Varianten Nay1.9-
W684L und Nav1.9-Y66S, sowie die kiirzlich beschriebene potenziell Analgesie-assoziierte
Variante Nay1.9-C1355F werden hinsichtlich Schalteigenschaften und Nozizeptor-
Erregbarkeit untersucht. Nayv1.9-abhangige Schmerzerkrankungen gehen zudem regelhaft
mit Darmfunktionsstérungen einher. Wahrend nozizeptive Neurone experimentell sehr gut
zugéanglich sind, erweisen sich die Isolation und funktionelle Analyse enterischer Neurone
als sehr schwierig. Es wurde deshalb ein Verfahren entwickelt, das die Isolation,
Transfektion und systematische elektrophysiologische Analyse enterischer Neurone
ermoglicht. Das Verfahren wird genutzt, um die mit Obstipation und Analgesie in
Verbindung stehende Kanalvariante Nayv1.9-L396P in enterische Neurone einzubringen und

funktionell zu charakterisieren.
3. Analyse der ROS-Sensitivitat Nozizeptor-spezifischer Nay-Kanéle

In diesem Arbeitsabschnitt werden die Auswirkungen reaktiver Sauerstoffspezies auf das
Schaltverhalten Nozizeptor-spezifischer Nav-Kandle, insbesondere auf die des Nay1.9-

Kanals, qualitativ und quantitativ untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitsmaterialien und Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waren von hoher Reinheit und wurden, wenn
nicht anders angegeben, von den Herstellern Sigma-Aldrich, Carl Roth GmbH oder Thermo
Fisher Scientific bezogen. Die fir die elektrophysiologischen Experimente verwendeten
Puffer wurden mit reinem Wasser aus einem Wasseraufbereitungssystem (Milli-Q Direct,

Merck, Darmstadt, Deutschland) angesetzt. Eine detaillierte Auflistung der verwendeten

Verbrauchsmaterialien, Werkzeuge, Kits und Gerate ist in Tabelle 2 zu finden.

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien, Verbrauchsmaterialien, Werkzeuge, Kits und Gerate.

Artikel

Hersteller (Artikelnummer)

Reagenzien

Accutase™

Borséure

Bovines Serumalbumin (BSA)
DMEM/F12-Medium (1:1)
DNAse |

Fetales Kélberserum (FCS)
Isofluran

Lucifer Yellow

Liberase™ TH

Liberase™ T™M

Papain
Penicillin/Streptomycin
Phosphatpuffer (PBS)
Poly-L-Lysin
Restriktionsenzyme

Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) Medium

Silikon-Elastomer RTV 615
SOC-Medium

Tetrodotoxin (TTX)
Trypsin-Inhibitor (TI)
Verbrauchsmaterialen,
Werkzeuge, Kits

24-Loch Zellkulturplatte
Deckglaser (rund, @ 12 mm)
Escherichia coli, Linie JM109

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland (A6964)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland (B6768)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland (A2153)
Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland (P04-41154)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA (EN0521)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland (F7524)
Baxter International, Deerfield, IL, USA (HDG9623)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland (L0144)
F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz (05401135001)

F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz (5401127001)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland (107144)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland (A2213)

Biowest, Nuaillé, Frankreich (L0615-500)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland (P9155)
New England BioLabs GmbH, Ipswich, MA, USA

Gibco™ by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA (52400-
017)

Momentive Performance Materials, Waterford, NY, USA
New England BioLabs GmbH, Ipswich, MA, USA (B9020S)
Alomone Labs, Jerusalem, Israel (T-550)

F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz (10109886001)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland (662160)
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA (0880)
Promega GmbH, Walldorf, Deutschland (L2005)
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Artikel

Hersteller (Artikelnummer)

Glaskapillaren (GB 150 TF — 8P)

Mikropipetten (10/100/200/1000
ul) mit Einwegspitzen
NucleoBond Xtra Midi Plus Kit

P3 Primary Cell 4D-Nucleofector™
XKit$S

Pinzette (gebogen)
Pinzette (gerade, fein)
Reaktionsgefale (1.5 ml)
Schere (Mikroschere)
Schere (chirurgisch)
Sterile Pasteurpipetten
Sterilfilter (Filtropur S)
Wattestabchen

Zellkulturschale (35 mm
Durchmesser)

Zellkulturschale (90 mm
Durchmesser)

Zentrifugenréhrchen (15 ml / 50
ml)

Gerate

3D Rotor Platform (Nutator)

4D-Nucleofector™ (Core Unit, X
Unit)

COz Inkubator (5 %)

EPC10 Verstarker

GFP-Filterset

Horizontalpuller P-1000
Inkubator (95 % O,-5 % COy),
Kihlzentrifuge

LED-Lichtquelle pE-300"!2
Mikroinkubator-Plattform (HCMIS)
Mikromanipulator MP-225
Mikroskop (Invers) Axio Vert.Al
Mikrozentrifuge
Stereomikroskop mit Lichtquelle
Temperatur-Kontrollsystem
(PTC-10)

Science Products GmbH, Hofheim am Taunus, Deutschland (GB
150 TF — 8P)

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Deutschland
(740412.50)

Lonza Group, Basel, Schweiz (V4XP-3032)

Aesculap, Tuttlingen, Deutschland (BD313R)

Aesculap, Tuttlingen, Deutschland (BD331R)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Nopa instruments, Tuttlingen, Deutschland (AC 776/01)
Aesculap, Tuttlingen, Deutschland (BC110R)

Th. Geyer, Renningen, Deutschland (7691060)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland (83.1826.001)

NOBAMED Paul Danz AG, Wetter (Ruhr), Deutschland (974116)
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland (627161)

Th. Geyer, Renningen, Deutschland (7696773)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland (188261/
227270)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland
(55H3D1020-E)

Lonza Group, Basel, Schweiz

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

HEKA Elektronik GmbH, Reutlingen, Deutschland
AHF Analysetechnik AG, Tubingen, Deutschland
Sutter Instrument Company, Novato, CA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland
CoolLED, Andover, England

ALA Scientific Instruments, Farmingdale, NY, USA
Sutter Instrument Company, Novato, CA, USA
Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Neuation Technologies, Gandhinagar, Indien

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Npi Electronic GmbH, Tamm, Deutschland
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Expressionskonstrukte
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Nav-Kanéle heterolog exprimiert. Hierflr wurden
pcDNA3-basierte Expressionsplasmide verwendet. In Tabelle 3 sind die in dieser Arbeit

verwendeten Konstrukte aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Nav-Expressionskonstrukte. Die mit (*) markierten Konstrukte wurden von mir mit

der Unterstutzung einer studentischen Hilfskraft hergestellt. AS: Aminosdaure.

Kanalkonstrukt

Gen (Spezies)

Erlauterung

rNayl1.4 (Lab. ID:
rNay1.4-pcDNA3)

Scn4A (rattus norvegicus)

Quelle: AG-Leipold

rNay1.4-Y401S
(Lab. ID: rNay1.4-
Y4015S)

Scn4A (rattus norvegicus)

TTXr Variante; Quelle: AG-Leipold

hNay1.8 (Lab. ID:
hNay1.8-pcDNA3-
REP-GFPze0)

SCN10A (homo sapiens)

Quelle: AG-Leipold

rNay1.8 (Lab. ID:
rNay1.8-pcDNA3)

Scn10A (rattus norvegicus)

Quelle: AG-Leipold

hNay1.9 (Lab. ID:
hNay1.9-pcDNA3-
GFP2eo)

SCN11A (homo sapiens)

Quelle: AG-Leipold

(Lab. ID: hNay1.9
S1496A)

Nay1.9 C4 (Lab. SCN11A/ Scn4A (homo In hNay1.9 wurden die AS 1602-1791 durch die AS
ID: hNay1.9 9c4) sapiens/ rattus norvegicus) | 1589-1840 aus rNay1.4 ausgetauscht.

Cmin5 (Lab. ID: SCN11A/ Scn4A (homo In hNay1.9 wurden die AS 1602-1744 durch die AS
hNay1.9 p4d9) sapiens/ rattus norvegicus) | 1589-1744 aus rNay1.4 ausgetauscht.

Cminl (Lab. ID: SCN11A/ Scn4A (homo In hNay1.9 wurden die AS 1602-1615 durch die AS
hNay1.9 cminl) sapiens/ rattus norvegicus) | 1589-1602 aus rNay1.4 ausgetauscht.

Cmin3 (Lab. ID: SCN11A/ Scn4A (homo In hNayv1.9 wurden die AS 1602-1664 durch die AS
hNay1.9 cmin2) sapiens/ rattus norvegicus) | 1589-1651 aus rNay1.4 ausgetauscht.

Cmin2* (Lab. ID: SCN11A/ Scn4A (homo In hNay1.9 wurden die AS 1602-1644 durch die AS
hNay1.9 cmin3) sapiens/ rattus norvegicus) | 1589-1631 aus rNay1.4 ausgetauscht.

Cmin4* (Lab. ID: SCN11A/ Scn4A (homo In hNay1.9 wurden die AS 1602-1706 durch die AS
hNay1.9 cmin4) sapiens/ rattus norvegicus) | 1589-1694 aus rNay1.4 ausgetauscht.

hNay1.9 N4 (Lab. SCN11A/ Scn4A (homo In hNay1.9 wurden die AS 1-135 durch die AS 1-135
ID: hNayv1.9 N4) sapiens/ rattus norvegicus) | aus rNay1.4 ausgetauscht.

hNay1.9W684L SCN11A (homo sapiens) hNay1.9-Variante W684L (DI1/S4).

(Lab. ID: hNay1.9

W684L)

hNay1.9 A1177S SCN11A (homo sapiens) hNay1.9-Variante A1177S (DIII/S5).

(Lab. ID: hNay1.9

A1177S)

hNay1.9 S1496A SCN11A (homo sapiens) hNay1.9-Variante S1496A (DIV/S5).
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hNay1.9 C1355F* SCN11A (homo sapiens) hNay1.9-Variante C1355F (Ende IFM-Linker).

(Lab. ID: hNay1.9 Vermutete Ursache fiir hereditare sensorische und

C1355F) autonome Neuropathie (Typ 1X) (Poojary et al.,
2020).

hNay1.9 Y66S* SCN11A (homo sapiens) hNay1.9-Variante Y66S (N-Terminus).

(Lab. ID: hNay1.9

Y66S)

hNay1.9 L396P SCN11A (homo sapiens) hNay1.9-Variante L396P (DI/S6).

(Lab. ID: hNay1.9 CIP und gastrointestinale Symptomatik (King et al.,

L396P) 2017).

2.2.2 Herstellung von Kanalchimaren

Es wurden chimére Nav1.9-Kandle hergestellt, indem systematisch Teile aus rNav1.4 in
hNav1.9 eingesetzt wurden. Zur Herstellung der Chimaren lagen die Expressionskonstrukte
rNav1.4-pcDNA3 und hNav1.9-pcDNA3-GFP. vor. Das Navl.9-Plasmid beinhaltete
neben der durch einen CMV-Promoter kontrollierten Kanal-kodierenden Sequenz, auch eine
separate Reporter-Sequenz, kodierend fiir das enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP),
welche durch den SV40 Promoter kontrolliert wird. Erfolgreich transfizierte Zellen konnten

so anhand ihrer griinen Fluoreszenz identifiziert werden.
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Abbildung 6: Aufbau chimérer Nav1.9-Kanéle. Topologiemodell der Nay-Subtypen Nay1.4 (links oben,
grau) und Nay1.9 (links unten, griin). Der rot umrandete Bereich markiert den C-Terminus der Kandle. Eine
Detailansicht des C-terminalen Abschnittes systematisch erzeugter Nay1.9-basierter Chimédren mit
unterschiedlichen Nay1.4-Anteilen (grau) ist rechts abgebildet. Ziffern markieren Aminosdurepositionen in
den Sequenzen von Nay1.4 (schwarz) bzw. Nay1.9 (grin).
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Die Kanalchimaren aus hNav1.9 und rNav1.4 wurden mittels Overlap-Extension-PCR
konstruiert. Fur die Herstellung der Cmin2-Chimére wurde die Primerkombination Nr. 116
und Nr. 118 (rNav1.4-Sequenz) sowie Nr. 117 und Nr. 31 (hNav1.9-Sequenz) verwendet
und die entsprechenden Fragmente mittels PCR amplifiziert. Anschlielend wurden die
beiden Fragmente in einer dritten PCR zusammengeflgt. Bei der Herstellung des Cmin4-
Konstrukts diente die Primerkombination Nr. 116 mit Nr. 120 zur Amplifikation der
Sequenz aus rNayv1.4 und Nr. 119 mit Nr. 31 fur die Sequenz aus hNay1.9. Die generierten
Fragmente wurden im Anschluss mit einer dritten PCR zusammengefugt. Die Sequenzen
der finalen Konstrukte wurden mittels Sanger-Sequenzierung (Macrogen Europe,

Amsterdam, Niederlande) tberpriift.

Tabelle 4: Ubersicht tiber die verwendeten Primer. Kleinbuchstaben markieren Basentripletts, die zum AS-
Austausch in Nay1.9 fahren.

ID Nukleotidsequenz Labor-interner Name
31 AACTAGAAGGCACAGTCGAGGC h19_C2_back

47 CAGGAAAACTAAAGTCCAGTTAGC h19 fwd_6

114 CACGGCCTCTGAACAAALtcCAAGGTCTCGTGTTCGAC h19 C1355F fwd

115 GTCGAACACGAGACCTTGgaaTTTGTTCAGAGGCCGTG h19 C1355F back
116 CAACAGTATCATCTGCCTCTTCG r4_fwd_1

117 TGGGAGAAGTTCGACCCAGAAGCAACACA h9_Cmin3_fwd

118 TGTGTTGCTTCTGGGTCGAACTTCTCCCA h9_Cmin3_back

119 ATGGAGGAGAAGTTCATGGAAGCCAATCCT h9 _Cmind_fwd

120 AGGATTGGCTTCCATGAACTTCTCCTCCAT h9_Cmin4_back

121 GCAAGGCTTGACCGACAATTGC preCMVpcDNA3_fwd
122 GGAACAGGCACTGTTACCCATCC postEcoRI_h9_back
123 GAAGTTGCCCAAGCTCagcGGCGACATTCCTCGTGAGC h9_Y66S_fwd

124 GCTCACGAGGAATGTCGCCYctGAGCTTGGGCAACTTC h9_Y66S_back

2.2.3 Herstellung von Kanalmutanten

Fir die Herstellung der Kanalmutante hNayv1.9-C1355F wurde die Mutagenese als Overlap-
Extension-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde als Template hNay1.9-pcDNA3-GFPzeo
verwendet und mit den Primern Nr. 47 und Nr. 115 in einer ersten PCR sowie den Primern
Nr. 31 und Nr. 114 in einer zweiten PCR entsprechende Fragmente aus dem Konstrukt
amplifiziert. Die PCR-Fragmente der beiden Reaktionen wurden dann in einer dritten PCR
zusammengefugt. Anschliefend wurde der Ansatz mit den Restriktionsenzymen Xcml und
Bsu361 verdaut und die Sequenz in den Zielvektor hNay1.9-pcDNA3-GFPzeo ligiert. Das
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Konstrukt hNay1.9-Y66S wurde ebenfalls mittels Overlap-Extension-PCR erstellt. Als
Primer dienten Nr. 121 und Nr. 124 fur das erste Fragment und die Primer Nr. 123 und
Nr. 122 fur das zweite Fragment. Nach dem Zusammenfiigen beider Fragmente in einer
dritten PCR, wurde das Produkt mit den Enzymen MIlul und EcoRI verdaut und anschliel3end
in den Zielvektor hNay1.9-pcDNA3-GFPzeo ligiert. Die DNA-Sequenz beider
Kanalkonstrukte wurde mittels Sanger-Sequenzierung (Macrogen Europe, Amsterdam,

Niederlande) tberpriift.

2.2.4 Vervielfaltigung und Aufreinigung der Plasmid-DNA

Kompetente E. coli-Zellen des Stammes JM109 (L2005, Promega GmbH, Walldorf,
Deutschland) wurden mit 10-100 ng Plasmid-DNA nach Vorgaben des Anbieters
transformiert und tber Nacht kultiviert. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte unter
der Verwendung des NucleoBond Xtra Midi Plus Kits (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,

Diren, Deutschland).

2.3 3D-Modell von Nav1.9

Zur Erstellung eines 3D-Modells der Nayl1.9-Kanalstruktur wurde als Template die
Rontgenkristallstruktur  der a-Untereinheit des eukaryotischen Nay-Kanals der
amerikanischen Grof3schabe Periplaneta americana (NayvPaS, PDB ID: 6A90 (Shen et al.,
2017)) verwendet und mithilfe der Modellierungssoftware SWISS-MODEL (SIB Swiss
Institute of Bioinformatics, Lausanne, Schweiz) und der Sequenz von hNavl1.9
(NP_001336182.1) ein Homologie-Modell erstellt. Grafische Darstellungen der
Kanalstruktur wurden mit UCSF Chimera 1.14 (Pettersen et al., 2004) erstellt.

Proteinabschnitte, flr die keine Strukturinformation vorlag, wurden ausgeblendet.

2.4 Versuchstiere

Fur die Experimente wurden mannliche und weibliche C57BL/6JRj Wildtyp-Mause (Janvier
Labs CERJ, le Genest Saint Isle, Frankreich) sowie Scn10a”/Scnlla’ Mause (generiert im
Institut fir Humangenetik, RWTH Aachen, Deutschland) im Alter zwischen 8-12 Wochen
verwendet. In den Scnl10a”/Scnlla’ Mausen (dKO) sind die Gene Scn10a”, kodierend fiir
Nav1.8, und Scnlla’, kodierend fir Nay1.9, ausgeschaltet. Aus diesem Grund exprimieren

die Neurone dieser Tiere keine endogenen Nayv1.8- und Nayl1.9-Kanéle (siehe
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Abschnitt 3.1). Die Tiere wurden in beltfteten Green Line Kafigen (Tecniplast Deutschland
GmbH, Hohenpeillenberg, Deutschland), sowie einem 12-h Licht-Dunkel-Rhythmus
gehalten und mit autoklavierten pelletierten Standard-Futter ad libitum gefittert.
Entsprechend genehmigten Protokollen des Tierschutz-Komitees der Universitét zu Liibeck
(27_2018-11-13), wurden die Tiere mittels Isofluran-Inhalation betdubt und anschlielend
durch zervikale Dislokation getotet. Die Tierpflege, sowie das experimentelle VVorgehen

waren in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetztes.

2.5 Praparation von murinen DRG-Neuronen

Die DRGs wurden nach einem Standardprotokoll prapariert (Leipold et al., 2013; Loose et
al., 2023). Dabei wurde dem Versuchstier zundchst die Wirbelséule entnommen und diese
sagittal in zwei Hélften geteilt. Fir die Isolation von murinen DRG-Neuronen wurden je
Versuchstier ca. 30 DRGs entnommen und von umliegendem Gewebe befreit, bevor sie in
ein mit Complete Saline Solution (CSS) (Dib-Hajj et al., 2009) beflilltes Reaktionsgefal3
(1.5 ml) Gberfuhrt wurden. Die CSS-L6sung enthielt 137 mM NaCl, 5.3 mM KCI, 1 mM
MgClz, 3 mM CaClz, 25 mM Sorbitol und 10 mM HEPES. Der pH-Wert wurde mit NaOH
auf 7.2 eingestellt. Die Ganglien wurden bei 250 x g fir 2 min abzentrifugiert und
anschlieend fiir 25-30 min bei 37 °C verdaut. Der Reaktionsansatz enthielt 1.4 ml CSS-
Losung, versetzt mit 0.5 U Liberase Blendzyme TH, 30 U Papain und 0.5 mM EDTA.
AnschlieRend wurden die teilverdauten DRGs erneut bei 250 x g fir 2 min abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und die Ganglien in 1 ml Accutase, supplementiert mit 0.5 U
Liberase Blendzyme TM und 0.5 mM EDTA, fir 15-20 min bei 37 °C weiter verdaut. Der
Verdauansatz wurde erneut bei 250 x g fiir 2 min abzentrifugiert und der Uberstand entfernt.
Um die enzymatische Reaktion abzustoppen, wurde das Pellet in 0.5 ml DMEM/F12-
Medium, das 1.5 mg/ml BSA und 1.5 mg/ml Trypsin Inhibitor enthielt, aufgenommen. Das
Pellet wurde anschlieBend durch 10- bis 15-maliges kraftiges auf- und abpipettieren mit
einer 1 ml Pipette trituriert und die Zellsuspension bei 250 x g fur 2 min abzentrifugiert. Fir
die Untersuchung von nicht transfizierten Neuronen, wurden die Zellen in 500 pl
Standardmedium (89.5 % DMEM/F12 (1:1), 9.5 % fetales Kélberserum (FKS), und 1 %
Penicillin/Streptomycin) aufgenommen und auf ca. 6-8 in 24-Loch Platten platzierten Poly-
L-Lysin beschichteten Glass-Coverslips ausplattiert. Die Zellen wurden anschlieBend fiir
24-48 h kultiviert (37 °C und 5 % COy), bevor elektrophysiologische Untersuchungen
durchgefiihrt wurden.
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2.6 Praparation von murinen Darmneuronen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode zur Isolation enterischer Neurone aus dem
Darmtrakt von Mausen entwickelt mit dem Ziel, die Neurone fir systematische
elektrophysiologische Assays nutzbar zu machen (Kuehs et al., 2022). Zunachst wurde dem
Tier der Darmtrakt entnommen und vorsichtig die Mesenterien entfernt. Kleine Stiicke des
Dinndarms (Duodenum, Jejenum, lleum) wurden mithilfe einer feuerpolierten
Pasteurpipette und CSS-Losung gereinigt. Im Anschluss wurde der longitudinale Muskel
zusammen mit dem Plexus myentericus mit einem CSS-befeuchteten Wattestdbchen
abgeldst. Anschlielend wurde das Gewebe fur ca. 5 h enzymatisch verdaut. Der
Verdauansatz enthielt 1.2 ml FKS-freies DMEM/F12-Medium, supplementiert mit 3 U
Liberase TH, 10 U DNAse | und 1 % Penicillin/Streptomycin. Nach dem Verdau wurde der
neuronale Plexus sichtbar. Die verdauten Plexus-Segmente wurden unter mikroskopischer
Kontrolle mithilfe einer Pipette gesammelt und ein zweites Mal fir 30 min mit einer weiteren
Enzymmischung, bestehend aus 1.15 ml Accutase, 0.5 U Liberase TM und 15 pl einer 50
mM EDTA-L6sung, verdaut. Im Anschluss wurde der Ansatz bei 250 x g fur 2 min
abzentrifugiert. Um den Verdauprozess abzustoppen, wurde das Pellet in 0.5 ml
DMEM/F12-Medium aufgenommen, dem 1.5 mg/ml BSA und 1.5 mg/ml Trypsin Inhibitor
zugesetzt wurde. Das Pellet wurde daraufhin durch 10-15-maliges Auf- und Abpipettieren
mittels einer 1 ml Pipette trituriert. Im Anschluss wurde die Zellsuspension bei 250 x g fur
2 min abzentrifugiert. Analog zur Isolation von DRG-Neuronen (Abschnitt 2.5) konnten die
Zellen daraufhin bis zu ihrer weiteren Verwendung kultiviert oder transfiziert werden
(Abschnitt 2.7).

2.7 Zellkultur und Transfektion der isolierten Neurone

Um Nav-Kanal-Varianten in primdren Neuronen zu exprimieren, wurden die Neurone
mittels Elektroporation transfiziert (Kuehs et al., 2022; Leipold et al., 2015). Dazu wurde
der 4D-Nucleofector der Firma Lonza (Basel, Schweiz) und das P3 Primary Cell 4D-
Nucleofector Kit (V4XP-3032) nach Herstellerangaben verwendet. Die isolierten Neurone
wurden mit 0.5 ml Ca?*- und Mg?*- freiem PBS gewaschen und anschlieBend in einem
Transfektionsansatz, bestehend aus 16.4 pl P3 Primary Cell Solution und 3.6 pl Supplement
1, sowie 1.5-2.5 pg Plasmid-DNA resuspendiert. Der Ansatz wurde in eine dem

Nucleofector-Kit beigefligten Micro-Kuvette Gberfiihrt und mit dem Protokoll CA137 des
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4D-Nukleofektors elektroporiert. AnschlieBend wurde dem Ansatz 150 pl vorgewédrmtes
RPMI-Medium zugefugt und die Kivette mit der Zellsuspension 10 min im Zellkultur-
Inkubator inkubiert (37 °C, 5 % COy). Die transfizierten Zellen wurden nun auf in 24-Loch
Platten platzierten Poly-L-Lysin beschichteten Glass-Coverslips ausplattiert und bis zur
weiteren Verwendung kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in Standardmedium (89.5 %
DMEM/F12 (1:1), 9.5 % fetales Kélberserum (FKS), und 1 % Penicillin/Streptomycin).
Elektrophysiologische Messungen erfolgten 24-72 h nach Transfektion.

2.8 Elektrophysiologie

2.8.1 Patch-Clamp-Technik

Erste Arbeiten, die das Vorhandensein von Bioelektrizitdt in Muskel- und Nervenzellen
zeigen, gehen zuriick auf den italienischen Arzt Luigi Galvani (1727-1798), den
Neurophysiologen Carlo Matteucci (1811-1868) sowie den Begrinder der
wissenschaftlichen Elektrophysiologie Emil du Bois-Reymond (1818-1896) (Roth et al.,
2023). Mit der Entwicklung der Spannungsklemme (Voltage-Clamp-Technik) Ende der
1930er Jahre durch Kenneth S. Cole (1900-1984) und Howard J. Curtis (1906-1972) konnten
die in erregbaren Zellen ablaufenden elektrischen Phanomene detaillierter untersucht
werden (Roth et al., 2023). Alan Hodgkin (1914-1998) und Andrew Huxley (1917-2012)
verwendeten die Voltage-Clamp-Technik in den 50er Jahren zur Untersuchung der
Erregbarkeit von neuronalen Zellmembranen, wofir ihnen 1963 zusammen mit Sir John
Carew Eccles (1903-1997) der Nobelpreis fir Physiologie/Medizin verliehen wurde (Nobel
Prize Outreach AB, 2023a). In ihren Arbeiten untersuchten sie Aktionspotentiale und
konnten zeigen, dass diese durch die Aktivitdt von Na*- und K*-selektiven lonenkanélen
vermittelt werden. Basierend auf diesen initialen Arbeiten wurde einige Jahre spater die
Patch-Clamp-Technik entwickelt, die es ermdglicht, die Schalteigenschaften einzelner
lonenkanéle systematisch zu untersuchen. Dazu wird die Offnung einer Glaspipette (ca.
1 uM Durchmesser) auf die zu untersuchende Zelle aufgesetzt, sodass eine elektrisch dichte
Verbindung mit der Zellmembran durch leichten Unterdruck in der Pipette entsteht
(Giga-Seal). Die Aktivitat der dort befindlichen lonenkandle kann nun untersucht werden.
Fur ihre Arbeiten zur Untersuchung ,,der Funktion einzelner zelluldarer lonenkanéle*
erhielten die deutschen Physiologen Erwin Neher (*1944) und Bert Sakmann (*1942) im
Jahr 1991 den Nobelpreis fur Physiologie/Medizin (Nobel Prize Outreach AB, 2023Db).
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Die Patch-Clamp-Technik stellt mittlerweile eine Standarduntersuchungsmethode in der
Elektrophysiologie dar, denn sie ermdglicht eine detaillierte Betrachtung der
biophysiologischen Eigenschaften einzelner lonenkanéle aber auch der elektrischen Strome
Uber die gesamte Membran einer Zelle.

2.8.2 Experimenteller Ablauf

Je nach Experiment ldsst sich die Patch-Clamp-Technik in unterschiedlichen
Konfigurationen verwenden (siehe Abb. 7). Neben der Cell-attached-Konfiguration zur
Untersuchung einzelner lonenkanale, ermdéglicht die Whole-Cell-Konfiguration das Messen
der Gesamtstrome Uber die Membran. Die Whole-Cell-Konfiguration zeichnet sich zudem
dadurch aus, dass eine direkte Verbindung zwischen Zellinneren und dem Inneren der
Messpipette hergestellt wird, wobei die Pipettenlosung in das Zellinnere gelangt und somit
ein definiertes intrazellulares Milieu geschaffen wird. Mithilfe der Inside-out- oder Outside-
out-Konfiguration lassen sich Membranstiicke aulRerhalb des Zellsystems untersuchen.
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Abbildung 7: Unterschiedliche Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik. (A) Cell-attached-
Konfiguration. (B) Whole-Cell-Konfiguration. (C) Outside-out-Konfiguration. (D) Inside-out-Konfiguration.

Zur funktionellen Untersuchung von Nav-Kanélen wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit die Patch-Clamp-Technik in der Whole-Cell-Konfiguration angewendet. Fir die
Experimente wurden Patchpipetten mit einem elektrischen Widerstand von 1.6-2.6 MQ aus
Borosilikat-Glas hergestellt, die zur Reduktion von kapazitiven Artefakten mit Silikon-
Elastomer (RTV 615, Momentive Performance Materials, Waterford, NY, USA) beschichtet
wurden. Zu Beginn eines Experiments wurden die auf Coverslips ausplattierten Zellen
zungchst in eine mit Badlosung (siehe 2.8.3) befullte Messkammer uUberfiihrt. Eine

Patchpipette wurde mit entsprechender Intrazellularlésung (siehe 2.8.3) beflllt und am
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Pipettenhalter befestigt. Mithilfe eines Mikromanipulators wurde die Patchpipette einer
geeigneten Zelle angenahert und durch Unterdruck in der Pipette eine hochohmige
Verbindung (> 1 GQ, Giga-Seal) zwischen Glaspipette und Zellmembran aufgebaut. Durch
sukzessives Erhohen des Unterdrucks wurde die Zellmembran durchbrochen, sodass eine
Verbindung zwischen dem Inneren der Patchpipette und dem Zytoplasma der Zelle
hergestellt wurde (Abb. 7B). In dieser Whole-Cell-Konfiguration konnte nun entweder der
durch die Zellmembran flieRende Strom bei einer vorgegebenen Spannung (Voltage-Clamp)
oder die Spannungsanderungen der Membran bei vorgegebenen Strominjektionen (Current-
Clamp) gemessen werden. Hier wurden Nay-Kandle in priméaren Neuronen untersucht, die
sowohl TTXr als auch TTXs Subtypen exprimieren. Um selektiv TTXr-Kanale untersuchen
zu kénnen, wurde der Badlosung TTX (1 M) zugesetzt (Abb. 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Patch-Clamp-Technik in der Whole-Cell-Konfiguration.
Nach Etablierung einer dichten Verbindung zwischen Patchpipette und Zellmembran (Seal) wird die
Zellmembran durchbrochen und damit ein Zugang zum Zellinneren geschaffen. In der Patchpipette befindet
sich ein chlorierter Silberdraht, der mit einem Operationsverstarker verbunden ist. Dieser sorgt dafir, dass die
gemessene Membranspannung der vom Experimentator vorgegebenen Soll-Spannung (Vsim) angepasst wird.
Das Ausgangssignal 1oy wird am Computer visualisiert. Bei Verwendung von TTX in der Badlésung kénnen
TTXs Nay-Kandle inhibiert und TTXr-Kandle, z.B. Nay1.9, selektiv untersucht werden.

Die Messungen wurden mit einem EPC-10 Verstarker durchgefuhrt, der Giber Patch-Master
Software (HEKA-Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Deutschland) bedient wurde. Wenn nicht
anders angegeben, wurden alle Messungen bei 20 £ 0.5 °C durchgefiihrt. Die Daten wurden
mittels Tiefpassfilter bei 5 kHz gefiltert und mit einem Sampling-Intervall von 40 ps
digitalisiert. Leck- und kapazitive Strome wurden unter der Verwendung eines P/6
Protokolls mit 6 Leckpulsen aufgezeichnet und online mittels Patch-Master vom

Gesamtstrom subtrahiert.
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2.8.3 Elektrophysiologische Pufferlésungen

Die Badldsung fur die Voltage-Clamp-Experimente enthielt (in mM) 130 NaCl, 2 KCI, 2.5
CaCly, 1 MgCl,, 10 HEPES, 20 TEA-CI, 1 4-Aminopyridine, 0.1 CdCl (pH 7.4. mit NaOH).
An den angegebenen Stellen wurde der Badlésung 1 uM TTX (Alomone Labs, Jerusalem,
Israel) hinzugefugt. Die entsprechende Losung in der Patchpipette enthielt (in mM) 10 NaCl,
130 CsF, 10 EGTA und 10 HEPES (pH 7.4 mit CSOH).

Um Stromantworten endogener Nayv-Kanéle in DRG-Neuronen zu messen, kamen Puffer
mit reduzierter Na*-Konzentration zum Einsatz. Die Badlésung enthielt (in mM) 35 NaCl, 2
KCI, 2.5 CaClz, 1 MgCl,, 10 HEPES, 20 TEA-CI, 1 4-Aminopyridine, 0.1 CdCl, und 1.5
Cholin-Cl. Die Pipettenldsung enthielt (in mM) 5 NaCl, 135 CsF, 10 EGTA und 10 HEPES.

Fur die Current-Clamp-Experimente beinhaltete die Badlésung (in mM) 120 NaCl, 3 KCl,
2.5 CaCly, 1 MgCl,, 30 HEPES, 15 Glukose (pH 7.4 mit NaOH), und die Pipettenldsung 125
KCI, 8 NaCl, 1 CaCly, 1 MgCly, 0.4 Na,-GTP, 4 Mg-ATP, 10 EGTA und 10 HEPES (pH
7.3 mit KOH). Die Pipettenldsung fir die Current-Clamp-Experimente wurde zusatzlich mit
0.4 mM Nax-GTP und 4 mM Mg-ATP supplementiert, zu 2 ml aliquotiert und bis zur
Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.8.4 Stimulationsprotokolle

Kanalaktivierung: Zur Untersuchung der Spannungsabh&ngigkeit der Kanalaktivierung
wurden Strom-Spannungs-Kennlinien aufgezeichnet. Hierflir wurden 80 ms dauernde
Testpulse generiert, die - wenn nicht anders angegeben - ausgehend von einem
Haltepotential von -130 mV bis auf 20 mV in 10 mV-Schritten appliziert wurden (Abb. 9A).
Das Pulsinterval betrug 10 s. Die Peakstromdichten wurden gegen die Testpulsspannung

aufgetragen und mit folgendem Formalismus beschrieben:

@ = Gmax (V - Erev) : ;V—Vm (21)

C _=Vm
" (1-|-e km)

Dabei entspricht Cn der elektrischen Membrankapazitdt, Gmax der maximalen
Membranleitfahigkeit, Erey dem Na‘*-Umkehrpotential, Vn der halb-maximalen

Aktivierungsspannung pro Aktivierungstor und kn dem zugehorigen Steigungsfaktor.
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Abbildung 9: Untersuchung der Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung von Nav-Kanélen. (A)
Pulsprotokoll. Ausgehend von einem Haltepotential von -130 mV wurde die Zellmembran in 10 mV-Schritten
bis auf 20 mV depolarisiert. Der Testpuls auf -30 mV ist rot hervorgehoben (B) Représentative Stromantworten
von Nayv1.9-Kanélen auf depolarisierende Spannungspulse wie in A gezeigt. (C) Peakstromdichte der in B
gezeigten Stromspuren als Funktion der Testpulsspannung. Daten bei einer Testpulsspannung von -30 mV
wurden in B und C rot hervorgehoben. Die Aufnahme erfolgte in einem kleinen dKO-DRG-Neuron, transfiziert
mit Nay1.9-kodierender DNA, in Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlésung.

Kinetik der Kanalaktivierung und -inaktivierung: Um Spannungsabhangigkeiten der
Kanalaktivierungs- und Inaktivierungskinetik zu analysieren, wurden Stromantworten, wie

in Abb. 9B mit nachfolgendem Formalismus angefittet:

I(t) =1, -m!-ht (2.2)
Fur die Kanalaktivierung gilt:
m()=1- e_# (2.3)

Fur die Kanalinaktivierung gilt:

h(t) = he + (1 — hy,) - (e‘Ttact) (2.4)

Dabei entspricht I, der Stromamplitude, zm der Zeitkonstante der Aktivierung, h..dem Anteil
an nicht inaktivierenden Kanélen und znact der Inaktivierungszeitkonstante. Die

Stromantworten von Nay1.8 wurden unter der Annahme von drei Aktivierungstoren (m=3)

ausgewertet.

Ganzzellleitfahigkeit: Die Leitfahigkeit G wurde aus den Peakstromen (Abb. 9) und dem
Umkehrpotential entsprechend der folgenden Formel berechnet und auf die maximale

Leitfahigkeit normiert:

v
GV) =+ _( E)rw (2:5)
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Dabei entspricht (V) der Peakstromamplitude, V der Testpulsspannung und Ery dem
Umkehrpotential. Es erfolgte eine Normalisierung auf Gmax und das Anfitten der

Datenpunkte mit einer Boltzmann-Funktion:

G(V) _ Gamp (26)

Dabei entspricht Gamp der maximalen relativen Membranleitfahigkeit, Vi der halb-
maximalen Aktivierungsspannung pro Aktivierungstor und ks dem zugehorigen

Steigungsfaktor.

Kanaldeaktivierung: Die Kanaldeaktivierung wurde mithilfe von Tailstrom-Protokollen
untersucht (Abb. 10). Dazu wurden die Kanéle ausgehend von einem Haltepotential
von -130 mV mit einem 20 ms andauernden Testpuls auf -30 mV aktiviert. Durch
hyperpolarisierende Pulse, die von -130 mV in 10 mV-Schritten auf -40 mV erhoéht wurden,
erfolgte die Einleitung der Kanaldeaktivierung. Das Pulsintervall betrug 10 s. Um die
Deaktivierungszeitkonstante tq zu ermitteln, wurde die Deaktivierungsphase mit einer

einfachexponentiellen Funktion beschrieben:

1© = U~ 1) (1- e-%) 2.7)

Dabei entspricht lo der maximalen Tailstromamplitude, I.. dem Strom im Gleichgewicht und

14 der Deaktivierungszeitkonstante.
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Abbildung 10: Untersuchung des Deaktivierungsverhaltens von Nav-Kandlen. (A) Pulsprotokoll. (B)
Stromantworten auf Stimulationen, wie in A gezeigt. Die Stromantwort bei einer Deaktivierungsspannung von
-60 mV ist rot hervorgehoben. (C) Deaktivierungszeitkonstante tq in Abhéngigkeit von der Membranspannung.
Durch Anfitten der Deaktivierungsphase der in B gezeigten Stromspuren mit Gleichung 2.7 wurde die
Deaktivierungszeitkonstante ermittelt. Die Datenpunkte wurden durch Linien miteinander verbunden und der
Datenpunkt bei einer Deaktivierungsspannung von -60 mV rot hervorgehoben. Die Aufnahme erfolgte in
einem kleinen dKO-DRG-Neuron, transfiziert mit Nay1.9-kodiernder DNA. Die Messung erfolgte in der
Gegenwart von 1 pM TTX in der Badlgsung.
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Spannungsabhangigkeit ~ von  Aktivierungs- und  Deaktivierungskinetik:  Die
Spannungsabhangigkeit der Zeitkonstanten fiir Aktivierung und Deaktivierung wurden unter
der Annahme eines einstufigen Aktivierungs- Deaktivierungsprozesses analysiert.

1 (2.8)

V=Vm)q-§ (V_Vm)'Q'(1_5)>

t(V) =14+
ag + <e kT +e kT

Hier entspricht 7o der spannungsunabhdngigen limitierenden Geschwindigkeit der
Deaktivierung, ao der Rate bei der Gleichgewichtsspannung Vm, KT der thermischen Energie,
g charakterisiert die an der Aktivierung und Deaktivierung beteiligten Ladungsequivalente
und & ist der zugehoérige Symmetriefaktor, der den mit der Kanalaktivierung assoziierten

Anteil der Schaltladungen beschreibt.

Gleichgewichtsinaktivierung: Zur Ermittlung der Gleichgewichtsinaktivierung von Nay1.9,
nach Uberexpression in dKO-DRG-Neuronen, wurden die Kanéle zunéchst mit einem ersten
50 ms Testpuls (lo) auf -30 mV aktiviert. Im Anschluss erfolgte eine Konditionierung fur
500 ms bei Membranspannungen, die von -140 mV bis 0 mV in 10 mV-Schritten anstiegen.
Peakstrome nicht inaktivierter Kanédle wurden anschlieBend mit einem zweiten Testpuls
(Iso0) auf -30 mV ermittelt. Das Pulsintervall betrug 10 s. Das Verhéltnis der
Stromamplituden Isoo/lo Wurde als Funktion der Konditionierungsspannung ausgewertet. Die

Daten wurden mit einer Boltzmann-Funktion beschrieben.

2.9)
M = hmax — (Mmax — Rmin) - <;V—Vh>

I
0 14+e *n

Dabei entspricht hmax der maximalen und hmin der minimalen Kanalverfugbarkeit, Vi der
halb-maximalen Inaktivierungsspannung und kn der zugehdrigen Spannungsabhéngigkeit.
Die Uberexpression von Nay1.9-L396P-Kanalen in enterischen Wildtyp-Neuronen fiihrte zu
einem biphasischen Verlauf der spannungsabhangigen Gleichgewichtsinaktivierung mit
zwei Klar erkennbaren Komponenten (Abschnitt 3.3.4). Diese Daten wurden deshalb als
Summe zweier Boltzmann-Funktionen beschrieben, wobei die erste Komponente die
spannungsabhangige Inaktivierung schnell inaktivierender endogener TTXr-Kanale der
Neurone beschreibt und die zweite Komponente die Inaktivierungseigenschaften der

uberexprimierten inaktivierungsdefizienten Nayv1.9-L396P-Kanéle:
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Isoo (V) 1-°p p (2'10)
A = hmax — (Mimax = Aonin) V—Vps + V—Vps
0 1+e knr 1+e kns

Analog zu Gleichung 2.9 entsprechen hmin und hmax der minimalen bzw. maximalen
Kanalverfligbarkeit. Vi charakterisiert die Spannungen bei halbmaximaler Inaktivierung der
schnell inaktivierenden, endogenen TTXr-Kandle und Vis die Spannungen bei
halbmaximaler Inaktivierung der inaktivierungsdefizienten Nay1.9-L396P-Kanéle; ki und
kns Sind die zugehorigen Steigungsfaktoren. In Experimenten, in denen entweder nur schnell
inaktivierende oder nur inaktivierungsdefiziente Stromkomponenten vorhanden waren,

wurde P auf 0 bzw. 1 gesetzt.
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Abbildung 11: Untersuchung der Gleichgewichtsinaktivierung von Nav-Kanalen. (A) Pulsprotokoll. (B)
Représentative Stromantworten auf das Stimulationsprotokoll, gezeigt in A. Der Testpuls bei einer
Konditionierungsspannung von -60 mV ist rot hervorgehoben. (C) Verhaltnis der Stromamplituden nach und
vor Konditionierung (Isoo/lo) als Funktion der Konditionierungsspannung. Die Datenbasis sind die
Stromantworten in B. Die Kurve beschreibt die Spannungsabhéangigkeit der Kanalinaktivierung (1 = keine
Inaktivierung, 0 = vollstdndige Inaktivierung). Rot hervorgehoben ist der Datenpunkt bei einer
Konditionierungsspannung von -60 mV. Die Aufnahme erfolgte in einem kleinen dKO-DRG-Neuron,
transfiziert mit Nay1.9-kodiernder DNA. Die Messung erfolgte in der Gegenwart von 1 pM TTX in der
Badlosung.

ROS-Applikation: Zur Untersuchung der Oxidationssensitivitat von Nay-Kandlen in DRG-
Neuronen wurde der Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow (LY) als schaltbare ROS-Quelle
genutzt, indem dieser Uber die Patchpipette in die Zellen eingebracht wurde. Bei der
Anregung mit blauem Licht (452-487 nm) werden Superoxidradikale freigesetzt, die die
Makromolekdile in der Zelle, wie z.B. Nay-Kanéle, oxidieren (Takeuchi & Yoshii, 2008).
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Abbildung 12: Untersuchung der ROS-Sensitivitat von Nav-Kanalen mittels LY als schaltbare ROS-
Quelle. (A) Pulsprotokoll. (B) Stromantworten von Nay1.9 bei einer Depolarisation auf -20 mV vor ROS-
Exposition (to, schwarze Stromspur) und nach 10 min ROS-Exposition (tso0, rote Stromspur). lso markiert den
verbleibenden Strom 40 ms nach Testpulsbeginn (C) Inaktivierungsindex Rin (lao/lpeak) als Funktion der Zeit.
Als Kontrolle wurden Messungen unter gleichen Bedingungen, aber ohne Lichtexposition, durchgefiihrt. Die
Aufnahme erfolgte in einem kleinen dKO-DRG-Neuron, transfiziert mit Nay1.9-kodiernder DNA, in der
Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlgsung.

Es wurden repetitive Testpulse auf -20 mV fur mindestens 10 min appliziert. Das
Interpulsintervall betrug 7 s fir Navl1.9 bzw. 5 s fur Nayl1l.8. Nach einer kurzen
Kontrollphase (Licht aus) wurden die Zellen fir 10 min bestrahlt (Licht an), und die
Auswirkungen von ROS auf die Kanalfunktion aufgezeichnet. Fir alle Versuche kam ein
10x-Luftobjektiv (An: 0.25) zum Einsatz. Die Stromamplitude und der Inaktivierungsindex
Rin (lao/lpea: Verhdltnis des nicht inaktivierenden Stroms, 40 ms nach Start der
Depolarisation, zum Peakstrom) wurden ausgewertet und als Funktion der Zeit aufgetragen
(Abb. 12C). ARin diente dazu, die Auswirkungen von ROS auf die Inaktivierungskinetik zu

quantifizieren.

2.8.5 Untersuchung von Aktionspotentialen in Current-Clamp-Experimenten

Die Messung von Aktionspotentialen in DRG-Neuronen erfolgte in der Whole-Cell-Current-
Clamp-Konfiguration. Das RMP der transfizierten Neurone wurde direkt nach dem
Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration gemessen. Einzelaktionspotentiale wurden
ausgeldst, indem fiir 10 ms Strominjektionen von 100 bzw. 200 pA appliziert wurden. Das
Sampling-Interval betrug 50 ps. Parameter zur Charakterisierung der Form von
Einzelaktionspotentialen, wie die Breite am Schwellenwert (Breitew) und die Peakspannung
(APpeax), wurden mit IgorPro und Labor-internen Skripten ausgewertet. Zur Untersuchung
des repetitiven Feuerverhaltens der DRG-Neurone wurden Strompulse von 0 bis 180 pA in
20 pA-Schritten fir jeweils 2 s appliziert und die generierten APs aufgezeichnet. Die

Detektionsschwelle fir APs betrug 0 mV.

32



2.8.6 Datenanalyse

Patch-Clamp-Daten wurden mit der Software PatchMaster (HEKA-Elektronik,
Lambrecht/Pfalz, Deutschland) aufgezeichnet, die Daten mittels FitMaster (HEKA-
Elektronik, Lambrecht, Deutschland) und IgorPro (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA)
ausgewertet und grafisch dargestellt. Eine Korrektur fur das Liquid-junction-Potential wurde
nicht durchgefihrt. Die Daten wurden als Mittelwerte + s.e.m. (standard error of the mean,
Standardfehler des Mittelwertes) abgebildet und die Anzahl der durchgefiihrten
unabhéngigen Experimente (n) angegeben. Fir statistische Vergleiche der Mittelwerte
zweier Datenpopulationen diente der Student’s t-Test mit folgenden Signifikanzschwellen:
***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.
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3 Ergebnisse

3.1 dKO-DRG-Neurone als Expressionssystem fiir humane Navl1.9-

Kanale
Untersuchungen des Nav1.9-Kanals sind schwierig und seine heterologe Expression in nicht
neuronalen Zellen nur mit groem Aufwand mdglich. Die heterologe Expression des Kanals
resultiert zudem in nur geringen Stromdichten, was detaillierte Analysen erschwert und
oftmals auch unmdglich macht (Goral et al., 2015; Vanoye et al., 2013). Die Expression in
primaren Neuronen ist erfolgsversprechender, insbesondere in priméren DRG-Neuronen, die
die natiirliche Umgebung von Nay1.9 darstellen und die fur dessen Funktion notwendigen
Faktoren bereitstellen. Jedoch besteht hier die Limitierung, dass die Aktivitat heterolog
exprimierter Nay1.9-Kanéle von endogenen TTXr Nay1.8- und Nay1.9-Stromen Uberlagert
wird. Eine pharmakologische Differenzierung zwischen Nayv1.8 und Nay1.9 ist aufgrund
fehlender spezifischer Inhibitoren nicht moglich, weshalb auch Nay1.9-KO-DRG-Neurone
(Amaya et al., 2006) kein ideales System zur funktionellen Untersuchung Uberexprimierter
Nayv1.9-Kanale darstellen. Um die Problematik der endogenen Nay1.8- und Nay1.9-Kanéle
zu Uberwinden, wurden DRG-Neurone aus Nayv1.8- und Nay1.9-defizienten Mdusen (AG:
Prof. Dr. Ingo Kurth, Institut flir Humangenetik, RWTH Aachen) verwendet. Die Neurone
dieser Tiere exprimieren weder Nay1.8- noch Nay1.9-Kanéle, da die Kanal-kodierenden
Gene Scnl0a und Scnlla mittels CRISPR/Cas-Verfahren ausgeschaltet wurden (Alves-
SimQes et al., 2024). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden die Neurone dieser Tiere als
dKO-DRG-Neurone bezeichnet. Abb. 13 zeigt exemplarische Nay-assoziierte
Stromantworten  von  Wildtyp-DRG-Neuronen  und  dKO-DRG-Neuronen  aus

Scnl0a’/Scnlla’-Méausen.
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Abbildung 13: Endogene Natriumstrome in murinen Wildtyp- und Scn10a’/Scnlla’-DRG-Neuronen.
(A) Représentative Stromspuren, aufgenommen in Wildtyp-DRG-Neuronen als Antwort auf Spannungspulse
von -130 mV bis 30 mV (10 mV Schritte) vor (links, Kontrolle) und nach (rechts, 1 uM TTX) Applikation von
1 uM TTX. (B) Gemittelte Peakstromdichten aus Experimenten wie in A gezeigt, vor und nach TTX-
Applikation als Funktion der Testpulsspannung. Die durchgehenden Kurven sind Datenfits nach Gleichung
2.1. (C, D) Datensatz wie in A und B, gemessen in DRG-Neuronen aus Scn10a”/Scnlla”-Mausen (dKO). Im
Gegensatz zu Wildtyp-Neuronen weisen dKO-DRG-Neurone keine detektierbaren TTXr Na*-Strome auf. Die
Daten in B und D sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen analysierter Neurone sind in Klammern angegeben.
Die Wildtyp-Daten in A und B wurden von Frau Laura Teege (AG: Prof. Leipold) erhoben.

Zunachst wurden Voltage-Clamp-Experimente durchgefuhrt, um endogene Nay-abhédngige
Strome aufzuzeichnen. Um zwischen TTXs und TTXr Na*-Stromen zu differenzieren,
wurden die Messungen zundchst in Abwesenheit von TTX durchgefihrt und anschlie3end,
wahrend fokaler Applikation von 1 uM TTX, wiederholt. Die Wildtypneurone zeigten unter
Kontrollbedingungen zwei Stromkomponenten. Niedrige Spannungen evozierten langsam
aktivierende und inaktivierende Stréme, wie sie fir Nav1.8 und Nav1.9 typisch sind. Bei
héheren Spannungen wurden zusétzlich schnell aktivierende und inaktivierende Stréme
generiert (Abb. 13A, links). Die maximale Peakstromdichte betrug -368 + 27.4 pA/pF und
wurde bei -20 mV erreicht. Die Nay-vermittelten Na'-Strome aktivierten mit einer
halbmaximalen Spannung (Vm) von -40.5 £ 1.2 mV und einer Spannungsabhéngigkeit (km)
von 7.3 = 0.7 mV. Durch die Applikation von 1 pM TTX wurde selektiv die schnell
aktivierende und inaktivierende Stromkomponente inhibiert und die maximale
Peakstromdichte auf -98.4 + 17 pA/pF reduziert. Damit lag die Reduktion des Na*-Stroms
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durch TTX bei 74.0 £ 0.1 %. Die verbleibende langsame Stromkomponente, die durch
Nayv1.8 und Nayv1.9 vermittelt wird, zeigte eine halbomaximale Aktivierungsspannung (Vm)
von -30.0 = 2.8 mV und eine Spannungsabhangigkeit (km) von 12.6 £ 1.4 mV. Im Gegensatz
dazu generierten die dKO-DRG-Neurone unter Kontrollbedingungen (kein TTX)
ausschlieBlich schnell aktivierende und schnell inaktivierende Stromantworten im gesamten
untersuchten Spannungsbereich (Abb. 13C, links). Die maximale Peakstromdichte
betrug -409.8 + 42.8 pA/pF bei -10 mV und war damit vergleichbar mit der Stromdichte in
Wildtypneuronen. Die Nay-vermittelten Na*-Stréme in dKO-DRG-Neuronen aktivierten
mit einer halbmaximalen Spannung von -28.1 £ 1.5 mV und einer Spannungsabhéngigkeit
km von 6.2 = 0.3 mV. Kompatibel mit der Abwesenheit funktioneller Nay1.8- und
Nav1.9-Kandle, konnten die Stromantworten der dKO-DRG-Neurone durch Applikation
von 1 uM TTX quantitativ inhibiert werden.

In einer weiteren Versuchsreihe sollte die Eignung der dKO-DRG-Neurone zur Expression
und funktionellen Analyse humaner Nav-Kandle uberpruft werden. Dazu wurden
dKO-DRG-Neurone mit Nay1.9- oder Nayv1.8-kodierenden DNA-Plasmiden transfiziert und
die funktionellen Eigenschaften der Kandle untersucht. Um die Stromantworten der
Uberexprimierten Kanale von den endogenen TTXs-Na*-Stromen zu isolieren, wurden die
Voltage-Clamp-Experimente unter dem Einfluss von 1 pM TTX in der BadlGsung

durchgefihrt.
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Abbildung 14: dKO-DRG-Neurone aus ScnlOa’/Scnlla’-Méausen sind ein effizientes
Expressionssystem fuir humane Nav1.8- und Nav1.9-Kanéle. (A) Reprasentative Stromspuren von Nay1.9
und Nay1.8 nach Uberexpression in dKO-DRG-Neuronen als Antwort auf Spannungspulse von -130 mV bis
20 mV (10 mV Schritte) fiir Nay1.9 bzw. -110 mV bis 40 mV (10 mV Schritte) fir Nay1.8. Die Messungen
erfolgten in der Gegenwart von 1 uM TTX. (B) Gemittelte Peakstromdichten aus Experimenten wie in A, als
Funktion der Testpulsspannung zur Bestimmung der spannungsabhéngigen Kanalaktivierung. (C)
Spannungsabhéngigkeit der Gleichgewichtsinaktivierung von Nay1.9 und Nay1.8. Die Datenpunkte in B und
C sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen analysierter Neurone sind in Klammern angegeben.

Wie in Abb. 14 zu erkennen ist, lieen sich die humanen Kanile Nay1.8 und Nav1.9
erfolgreich funktionell in dKO-DRG-Neuronen exprimieren. Die Stromantworten zeigten
die Kanal-typischen Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften. Nay1.9-Kandle
offneten bereits bei niedrigen Spannungen ab ca. -80 mV, wohingegen Nay1.8-Kandle erst
bei hoheren Spannungen aktiviert wurden (Abb. 14B). Die halbmaximale
Aktivierungsspannung (Vm) von Navl.9 lag bei -55.0 = 22 mV und die
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung km betrug 8.0 £ 0.4 mV. Die halbmaximale
Inaktivierungsspannung (Vh) von Navl1.9 lag bei -63.2 £ 2.8 mV und die zugehérige
Spannungsabhéngigkeit (kn) betrug 9.9 = 0.5 mV. Damit lagen die Parameter im Einklang
mit den Beobachtungen anderer Studien zu Nav1.9 (Leipold et al., 2013; X. Zhou et al.,
2017). Auch Nay1.8 lieB sich erfolgreich in dKO-DRG-Neuronen rekonstituieren. Nay1.8-
Kanéle aktivierten mit einem Vm von -46.8 £ 1.3 mV und einer Spannungsabhéngigkeit (Km)
von 14.4 + 1.7 mV. Vi betrug -57.5 £ 1.5 mV und kn 7.6 £ 0.4 mV. Eine detaillierte
Auflistung der Parameter zur Charakterisierung der Schalteigenschaften der Kanéle ist im
Anhang (Tabelle 5 und 6) zu finden.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass humane TTXr Nav-Subtypen effizient in

dKO-DRG-Neuronen exprimiert und funktionell untersucht werden kénnen. Mit diesen
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Neuronen steht somit ein effizientes Expressionssystem zur Verfligung, das systematische
funktionelle Analysen der tblicherweise nur schwer handhabbaren humanen Nay1.9-Kanale

ermoglicht.

3.2 Molekulare Determinanten der besonderen Schalteigenschaften von
Nav1.9

Nav1.9 hebt sich mit seiner langsamen Schaltkinetik deutlich von den restlichen Nav-
Subtypen ab. Wahrend andere Nay-Subtypen innerhalb weniger Millisekunden aktivieren
und inaktivieren, ist dieser Vorgang bei Nav1.9 um ein Vielfaches verlangsamt (S. Dib-Hajj
et al., 2002). Inaktivierungseigenschaften von Nay-Kanélen sind komplex und involvieren
eine Reihe unterschiedlicher Epitope, die zu den Konformationsdnderungen wéhrend des
Inaktivierungsvorgangs beitragen (Catterall, 2000). Die schnelle Kanalinaktivierung wird zu
einem groRen Teil durch das IFM-Motiv vermittelt, welches sich im DIII/DIV-Linker der
Nav-Kandéle befindet (West et al., 1992). Eine weitere wichtige Struktur stellt der Rezeptor
fir das IFM-Motiv dar, mit dem der IFM-Linker wahrend des Inaktivierungsvorgangs
interagiert und so den Verschluss der Kanalpore initiiert. Studien deuten darauf hin, dass es
sich bei den Interaktionsstellen fir das IFM-Motiv um die S4-S5-Linker der Domanen |11
(M. R. Smith & Goldin, 1997) und IV handelt (Filatov et al., 1998; Lerche et al., 1997;
McPhee et al., 1998; Tang et al., 1998). Andere Untersuchungen zeigten, dass die
intrazelluldaren Enden der S6-Segmente an der schnellen Kanalinaktivierung mitwirken
(McPhee et al., 1995; Yarov-Yarovoy et al., 2002). Der Beitrag der S6-Segmente zum
Inaktivierungsvorgang wird durch Mutationen in SCN11A bekréftigt, die zu einer
Beeintrachtigung der schnellen Inaktivierung von Nayv1.9 fihren und sich bei den Patienten
in CIP manifestieren (Huang et al., 2017; King et al., 2017; Leipold et al., 2013). Eine Reihe
von Untersuchungen an unterschiedlichen Nay-Subtypen weist zudem auf eine Beteiligung
des C-Terminus am Inaktivierungsvorgang der Nayv-Kanéle hin (Choi et al., 2004; Goral et
al., 2015; A. Lee & Goldin, 2008; Mantegazza et al., 2001). Auch der N-Terminus scheint
an der Kanalinaktivierung mitzuwirken und zudem die Aktivierungseigenschaften der
Kanéle zu beeinflussen (Angus et al., 2019; Gutter et al., 2013; Hu et al., 2014; A. Lee &
Goldin, 2008). Weiterhin deuten Untersuchungen auf eine Interaktion des N-Terminus mit
dem C-Terminus der Nay-Kandle hin (Sun et al., 1995; H. Zhang et al., 2000).
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Die Identifizierung der molekularen Faktoren fir die besonders langsamen
Schalteigenschaften von Nav1.9 sind noch nicht abschlieRend geklart und Gegenstand der
folgenden drei Kapitel. Bei den nachfolgenden Untersuchungen liegt der Fokus auf dem
C-Terminus von Nav1.9, da dieser bereits in vorangegangenen Arbeiten mit der schnellen
Inaktivierung sowie der funktionellen Expression der Kanéle in VVerbindung gebracht wurde
(Choi etal., 2004; Goral et al., 2015; Mantegazza et al., 2001). Weiterhin sollen die Relevanz
des N-Terminus, sowie die Bedeutung der S4-S5-Linker in DIl und DIV fir das
Schaltverhalten von Nay1.9 beleuchtet werden.

3.2.1 Rolle des C-Terminus fur das Inaktivierungsverhalten von Nay1.9

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Einbau des C-Terminus von Nayl1.9 in Nayl1.4
die Inaktivierungskinetik der Nav1.4-Kanéle verlangsamt (Goral et al., 2015). Umgekehrt
fuhrt der C-Terminus von Nav1.4 im Hintergrund von Nayv1.9 zu einer beschleunigten
Inaktivierung von Nay1.9 (Goral et al., 2015). Auf letztere Resultate wurde in der
vorliegenden Arbeit aufgebaut mit dem Ziel, den fir die Inaktivierung relevanten Abschnitt
im C-Terminus zu identifizieren. Dazu wurden systematisch Segmente des C-Terminus von
Nav1.9 durch homologe Bereiche aus Nayvl.4 ausgetauscht und die generierten
Kanalchiméren in dKO-DRG-Neuronen exprimiert. Abb. 15 und Abb. 16 geben einen

Uberblick tber die Funktionseigenschaften der erzeugten Kanalchimaren.
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Abbildung 15: Der Kanal-C-Terminus determiniert die Inaktivierungseigenschaften von Nav1.9. (A)
Représentative Stromspuren von hNay1.9 (oben) und rNay1.4 (unten, TTX-resistente Variante Y401S), sowie
der Nay1.9/ Nay1.4-Chiméren (Material und Methoden 2.2.2), bei einer Membranspannung von -30 mV. GroRe
und Lokalisation der Nayv1.4-spezifischen Anteile in den C-Termini der Nay1.9/ Nay1.4-Chiméren sind in Abb.
16 dargestellt. (B) Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung. Dargestellt ist die Peakstromdichte als
Funktion der Testpulsspannung. Die Datenpunkte beziehen sich jeweils auf das in A angegebene
Kanalkonstrukt. (C) Spannungsabhéngigkeit der Gleichgewichtsinaktivierung fur die in A angegebenen
Kanalkonstrukte. (D) Zeitkonstante t Inact. der schnellen Inaktivierung als Funktion der Testpulsspannung,
jeweils fiir die in A angegebenen Kanalkonstrukte. Die Datenpunkte in D sind durch Geraden miteinander
verbunden. Gestrichelte Kurven in B, C und D entsprechen den hNay1.9-Wildtyp-Daten. Alle Aufnahmen
erfolgten in der Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlsung. Die Datenpunkte in B, C und D sind Mittelwerte
+ s.e.m. Die Anzahlen analysierter Neurone sind in Klammern angegeben.

Wie bereits Goral et al. (2015) zeigten, bewirkt der Austausch des C-Terminus in Nay1.9
gegen den C-Terminus aus Navl1.4 eine Beschleunigung der Inaktivierungskinetik von
Nav1.9. Dieses Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit reproduziert werden (Abb. 15,
Nav1.9_C4). Weiterhin bewirkte der Austausch des C-Terminus einen Shift der Spannung
bei halbmaximaler Kanalinaktivierung (Vhn) um -26.1 mV hin zu hyperpolarisierten
Potentialen (Nav1.9: -63.2 = 2.8 mV, Nay1.9 C4: -89.3 £ 29 mV, p < 0.001). Die
Aktivierungseigenschaften von Nay1.9 C4 unterschieden sich hingegen nicht vom
Nav1.9-Wildtyp (siehe Abb. 15B und Abb. 16A). Die halbmaximale Aktivierungsspannung
(Vm) betrug fur den Wildtyp -55 £ 2.2 mV und fur Nay1.9_C4 -55.5 £ 3.1 mV (p > 0.05).
Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung km lag fiir den Wildtyp bei 8.0 £ 0.4 mV und
fir Nav1.9_C4 bei 8.8 £ 0.7 mV (p > 0.05).

Um die fir die Kanalinaktivierung relevanten Bereiche im C-Terminus zu identifizieren,
wurden weitere Nay1.9-Chimdren erzeugt, in denen kleinere Bereiche des C-Terminus —
beginnend am proximalen Ende — durch die entsprechenden homologen Abschnitte aus
Navl.4 ersetzt wurden (Abb. 16D). Insgesamt wurden flinf weitere Nay1.9-Chimaren
(Cmin1-Cmin5) mit unterschiedlichen Nav1.4-Anteilen im Kanal-C-Terminus erzeugt. Eine
detaillierte Auflistung der Schaltparameter aller Chimaren ist im Anhang in den Tabellen 5

und 6 zu finden.

Wie in Abb. 15 zu sehen, bewirkte der Einbau kurzer proximaler C-terminaler Abschnitte
aus Nav1.4 in Nay1l.9 (Cminl und Cmin2) kaum Verdnderungen im Schaltverhalten der
Kandle.  Hinsichtlich  spannungsabhangiger  Aktivierung, Inaktivierung  und
Inaktivierungskinetik waren keine Unterschiede zu Nav1.9-Wildtyp-Kanélen zu erkennen.
Die einzige Ausnahme bildete der Steigungsfaktor (kn) von Cminl, der im Vergleich zum
Nav1.9-Wildtyp mit 12.4 mV um 2.5 mV groRRer war (p <0.01). Diese Daten sprechen daftr,
dass der Bereich des proximalen C-Terminus (proximale 42 AS) von untergeordneter

Bedeutung fur die Inaktivierung von Nay1.9 ist.
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In einer weiteren Chimare (Cmin3) wurde der proximale Nayl.4-Anteil um 20 AS
ausgeweitet. Jedoch lieRen sich fiir dieses Konstrukt aufgrund fehlender funktioneller
Expression keine Daten erheben. Mdglicherweise ist dieser chimare C-Terminus mit der

restlichen Nayv1.9-Kanalstruktur inkompatibel oder triggert die Degradierung des Proteins.

Bei einer weiteren VergroRerung des proximalen Nay1.4-Anteils im C-Terminus um 42 AS
(Cmin4) waren deutliche Veranderungen hinsichtlich der Inaktivierungseigenschaften
sichtbar. Die halbmaximale Inaktivierungsspannung verschob sich um 16.3 mV hin zu
hyperpolarisierten Potentialen (p < 0.001) und die Kinetik der Kanéle beschleunigte sich
ebenfalls. Bei einer Spannung von -20 mV halbierte sich die Zeitkonstante der schnellen
Inaktivierung (t Inact.) von 26 + 1.8 ms (Wildtyp) auf 13 + 0.7 ms (Cmin4, p <0.001). Beim
Austausch eines noch groReren Abschnitts des proximalen C-Terminus (Cmin5), verschob
sich die Gleichgewichtsinaktivierung um -38.7 mV hin zu hyperpolarisierten Potentialen
und auch die Inaktivierungszeitkonstante wurde um weitere 6 ms geringer (p < 0.001). Der
Effekt auf die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung war damit sogar deutlich
ausgepragter als bei Nav1.9_C4. Dennoch erreichte die beschleunigte Inaktivierungskinetik
der Chimére Cmin5 nicht das Niveau von Nav1.4, was darauf hindeutet, dass neben dem C-
Terminus noch weitere inaktivierungsrelevante Epitope in der Kanalstruktur existieren.
Allerdings lassen die Daten darauf schlieBen, dass sich der die Kanalinaktivierung

modulierende Bereich im medialen C-Terminus von Nayv1.9 befindet.
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Abbildung 16: Schaltparameter der untersuchten Kanalchimaren im Vergleich. (A) Schaltparameter zur
Beschreibung der Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung, wie der Aktivierungsspannung Vm und des
Steigungsfaktors k. Die Reihenfolge der Kanalchiméaren entspricht der Anordnung in Abb. 15 (von oben nach
unten). (B) Schaltparameter zur Beschreibung der Spannungsabhéngigkeit der Kanalinaktivierung Vi und des
zugehorigen Steigungsfaktors kn. (C) Zeitkonstante der schnellen Inaktivierung (t Inact.) bei -20 mV. (D)
Schematische Représentation der C-Termini der Kanalchiméren aus Bestandteilen von Nay1.9 (grau) und
Nav1.4 (rot). Der flr die schnelle Inaktivierung identifizierte relevante Abschnitt ist in der schematischen
Darstellung der Cmin5-Chimére durch eine gestrichelte Linie angedeutet. Alle Datenpunkte sind
Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben. Eine Ubersicht der zugehérigen
Statistik ist im Anhang (Tabelle 5 und 6) zu finden.

Basierend auf den erhobenen Daten kann geschlussfolgert werden, dass der fir die
Inaktivierung relevante Bereich innerhalb von 100 AS im medialen C-Terminus zu finden
ist, ndmlich im Bereich von AS 1644-1744 (Abb. 16D Cmin5, gestrichelte Linie). Jedoch
wird auch Klar, dass noch zusétzliche Epitope im Kanalprotein existieren missen, die die

Inaktivierung von Nay1.9 modulieren.

3.2.2 Bedeutung des N-Terminus fur das Schaltverhalten von Nay1.9

Neben dem C-Terminus scheint auch der N-Terminus Schalteigenschaften von Nay-Kanélen
zu beeinflussen. Es wurde bereits gezeigt, dass der Einbau des N-Terminus von Nay1.2 in
Nav1.6 zu einem Shift der Spannungsabhéngigkeit der Kanalinaktivierung in Richtung
hoherer Potentiale fuhrt (A. Lee & Goldin, 2008). Daneben wurde auch ein Shift der

Spannungsabhangigkeit der Kanalaktivierung zu héheren Potentialen beobachtet (A. Lee &
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Goldin, 2008). Die Bedeutung des N-terminus fiir das Schaltverhalten von Nay-Kanalen
wird weiterhin durch eine Reihe N-terminaler Kanalvarianten unterstiitzt, die das
Aktivierungs- und Inaktivierungsverhalten der Kandle, sowie deren Membranlokalisation
beeinflussen. So manifestierte sich die mit dem Dravet-Syndrom in Verbindung gebrachte
N-terminale Kanalvariante M72dup in Nayv1.1, in einer zu hyperpolarisierten Spannungen
verschobenen Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung und einer verminderten
Stromdichte (Angus et al., 2019). Die Studie zeigt zudem, dass die verminderte Stromdichte
in einer reduzierten Membranexpression des Kanalproteins begriindet ist (Angus et al.,
2019). Die Relevanz des Kanal-N-Terminus fiir die Membranexpression wird weiter gestitzt
durch eine N-terminale Variante (S21P) in Navl.6, die den Transport des Kanals zur
Membran stort und damit zu einer verminderten Membranlokalisation der Kanéle flhrt
(Sharkey et al., 2009). Die mit Brugada-Syndrom in Verbindung gebrachte N-terminale
Variante Nay1.8-R14L wies ebenfalls eine verminderte Stromdichte und eine zu
depolarisierten Potentialen verschobene Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung auf
(Hu et al., 2014). Untersuchungen an Nav1.5 deuten zudem darauf hin, dass der N-Terminus
eine Schlusselrolle fir die Kinetik und Stabilitdt des Kanals spielt (Gutter et al., 2013). Mit
Brugada- und Long-QT-Syndrom in Verbindung stehende N-terminale Varianten verdndern
sowohl Aktivierungs- als auch Inaktivierungseigenschaften und tUbertragen damit sowohl
loss-of-function (LOF)- als auch gain-of-functon (GOF)-Eigenschaften auf Nay1.5-Kanéle
(Gltter et al., 2013). Beispielsweise zeigten die N-terminalen Kanalvarianten Nay1.5-
V125L und -K126E einen Shift der Spannungsabhéngigkeit der Kanalinaktivierung zu
hoheren Potentialen (Gutter et al., 2013). Es ist auch bekannt, dass C- und N-Terminus von
rNav1.4 (vormals rSkM1) miteinander interagieren (Sun et al., 1995; H. Zhang et al., 2000).
Ob dies fiir Nav1.9 ebenfalls der Fall ist, ist unbekannt.

Aufgrund dieser Studienlage erschien der N-Terminus als ein interessantes potenzielles
Epitop hinsichtlich der Modulation der Schalteigenschaften von Nay1.9. In einer weiteren
Versuchsreihe wurde deshalb der N-Terminus des hNay1.9-Kanals durch das entsprechende
homologe Fragment des rNav1.4-Kanals ersetzt und die generierte Kanalchimare in
dKO-DRG-Neuronen funktionell untersucht. Abb. 17 zeigt die Ergebnisse der

Voltage-Clamp-Untersuchungen.
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Abbildung 17: N-terminaler Austausch durch homologes Nav1.4-Fragment beschleunigt die Kinetik von
Nav1.9. (A) Strukturmodell von Nay1.9 (Seitenansicht). Der N-Terminus ist farblich hervorgehoben. (B)
Représentative Stromspuren von Nay1.9 und Nay1.9-N4, aufgenommen in dKO-DRG-Neuronen als Antwort
auf repetitive Spannungspulse von -130 mV bis 20 mV (10 mV Schritte) in der Gegenwart von 1 uM TTX.
(C) Gemittelte Peakstromdichten als Funktion der Testpulsspannung. (D) Spannungsabhéngigkeit der
Gleichgewichtsinaktivierung. (E) Reprasentative Stromspuren bei einer Deaktivierungsspannung von -70 mV.
Das Pulsprotokoll ist links oben dargestellt. (F) Zeitkonstanten der Deaktivierung (tq) und Aktivierung (tm) als
Funktion der Testpulsspannung fiir Nay1.9 (schwarz) und Nay1.9-N4 (rot). (G) Zeitkonstante der schnellen
Inaktivierung (tInact.) als Funktion der Membranspannung. Alle Aufnahmen erfolgten in der Gegenwart von
1 uM TTX in der Badlésung. Die Datenpunkte in C, D, F und G sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen
analysierter Neurone sind in Klammern angegeben. Die Signifikanz zwischen den Datengruppen wurde mit
einem zweiseitigen Student’s t-Test getestet. **p < 0.01, *p < 0.05.

Die elektrophysiologische Analyse zeigte, dass Nav1.9-N4-Kanéle &hnliche funktionelle
Eigenschaften aufweisen, wie der Nay1.9-Wildtyp. Die maximale Peakstromdichte der
N4-Chimare war mit -183.1 + 58.8 pA/pF gegentber dem Wildtyp um den Faktor ~ 2 erhéht.
Aufgrund hoher Variabilitat erreichte dieser Unterschied jedoch nicht das Signifikanzniveau
(p > 0.05). Vi war tendenziell hoher als beim Wildtyp, wenn auch nicht signifikant
verschieden (Nay1.9: -52.9 £ 2.1 mV, N4-Chimadre: -47.9 + 2.3 mV, p > 0.05). Kompatibel

damit war die Deaktivierungskinetik der Chiméare um ca. Faktor 2 verlangsamt (Abb. 17F).

45



Die Aktivierungskinetik der Chiméare war ebenfalls verlangsamt, wenn auch etwas weniger
ausgepragt (p < 0.05). Die Inaktivierungseigenschaften von Nay1.9-N4 unterschieden sich
nicht vom Wildtyp. Die halbmaximale Inaktivierungsspannung (Vh) betrug fir
Nav1l.9-N4 -61.1 £ 25 mV und -61.6+2.3 mV fir den Wildtyp (p > 0.05). Die
Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung (kn) zeigte ebenfalls keinen Unterschied
(Nav1.9-N4: 9.5 £ 0.3 mV, Nayv1.9-Wildtyp: 9.8 £ 0.5 mV, p > 0.05). Zusammenfassend
deuten die Daten darauf hin, dass der N-Terminus milde Auswirkungen auf das
Schaltverhalten von Nay1.9 hat, indem er die Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik der

Kanale beeinflusst.

3.2.3 Relevanz nicht konservierter Reste in DIl S4-S5 und DIV S4-S5 fur das
Schaltverhalten von Nav1.9

Neben den Kanaltermini wurden weitere Epitope der Kanalstruktur mit dem
Inaktivierungsvorgang der Nav-Kanale in Verbindung gebracht, wie die S4-S5-Segmente in
DIl und DIV, die vermutlich als Rezeptorstellen fiir das IFM-Inaktivierungsmotiv fungieren
(Filatov et al., 1998; Lerche et al., 1997; McPhee et al., 1998; M. R. Smith & Goldin, 1997,
Tang et al., 1998). Untersuchungen an Nav-Kandlen zeigten, dass der Austausch einzelner
AS in diesen Bereichen veranderte Schalteigenschaften der Kanéle zur Folge hat und die
schnelle Kanalinaktivierung mafgeblich beeinflusst werden kann (McPhee et al., 1998; M.
R. Smith & Goldin, 1997).

Um weitere Faktoren fiir die charakteristisch langsame Schaltkinetik von Nayv1.9 zu
identifizieren, wurde die AS-Sequenz von Nay1.9 mit den Sequenzen anderer humaner Nay-
Kandle verglichen. Dabei wurden in den Regionen DIIlI S4-S5 und DIV S4-S5 zwei AS
identifiziert, die mit Ausnahme von Nay1.9 in allen humanen Nay-Subtypen konserviert
vorliegen. Da angenommen wird, dass diese S4-S5-Bereiche als Rezeptorstelle fur das IFM-
Motiv fungieren, konnten AS-Austausche in diesen Regionen zu dem besonderen
Schaltverhalten von Nav1.9 beitragen. Diese Hypothese sollte im folgenden Abschnitt
gepruft werden. Bei den AS handelt es sich um ein Alanin anstelle eines Serins an der
Position 1177 (DIl S4-S5) und um ein Serin anstelle eines Alanins an der Position 1496
(DIV S4-S5). Die Ergebnisse der Voltage-Clamp-Untersuchungen sind in Abb. 18
dargestellt.
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Abbildung 18: Nav1.9-S1496A unterscheidet sich nicht vom Wildtyp und Nav1.9-A1177S zeigt
marginale Funktionsveranderungen. Sequenzvergleich humaner Nay-Kandle in den Bereichen DIl S4-S5
und DIV S4-S5. Die jeweilige Position der ausgetauschten AS in Nay1.9 wurde umrahmt. Die Ziffer zu Beginn
des Alignments bezeichnet die Position der ersten AS im gezeigten Sequenzabschnitt von Nayl1.9. (B)
Strukturmodell von Nay1.9 (Sicht von intrazellular) mit dem DIII/DIV-Linker (cyan) und den Positionen der
AS-Austausche A1177S (blau) und S1496A (rot). (C) Gemittelte Peakstromdichten als Funktion der
Testpulsspannung. (D) Spannungsabhéngigkeit der Gleichgewichtsinaktivierung. (E) Zeitkonstante der
schnellen Inaktivierung (tlInact.) als Funktion der Testpulsspannung. Alle Aufnahmen erfolgten in der
Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlsung. Die Datenpunkte in C-E sind Mittelwerte + s.e.m. Der Datenfit
der Mittelwerte von Nay1.9 aus Abb. 15 wurde zum Vergleich als gestrichelte Linie in C-E eingefiigt. Die
Anzahlen analysierter Neurone sind in Klammern angegeben. Die Signifikanz zwischen den Datengruppen
wurde mit einem zweiseitigen Student’s t-Test getestet. *p < 0.05.

Die Ergebnisse der Voltage-Clamp-Untersuchungen zeigten, dass sich die Variante
Nay1.9-S1496A nicht vom Wildtyp unterscheidet und Nay1.9-A1177S nur zu geringfligigen
Funktionsveranderungen fuhrt. Die maximale Peakstromdichte von Nay1.9-A1177S lag bei
-128 + 38 pA/pF und wurde bei -40 mV erreicht. Damit war die maximale Peakstromdichte
weder vom Wildtyp (-121 + 14 pA/pF) noch von der S1496A-Variante ( -118 + 27 pA/pF)
zu unterscheiden (beide p > 0.05). Auch die Parameter zur Charakterisierung der
Kanalaktivierung ahnelten stark dem Wildtyp und zeigten keine signifikanten Unterscheide.
Vm war bei A1177S leicht erhht, wenn auch nicht signifikant verschieden (A1177S: -51.2
+ 3.0 mV, Nay1.9: -55.0 £ 2.2 mV, p > 0.05). Die km-Werte unterschieden sich nicht und
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betrugen 8.0 + 0.4 mV fiir den Wildtyp und 6.8 + 0.6 mV fiir A1177S (p > 0.05). Ahnliches
war flr die Variante S1496A zu beobachten. Vi und ki unterschieden sich nicht signifikant
vom Wildtyp (Vm: -50.3 = 3.2 mV, kn: 7.4 = 0.5 mV, p > 0.05). Die Parameter der
Gleichgewichtsinaktivierung zeigten weder fur A1177S (Vn A1177S: -67.1 £ 1.3 mV,
kn A1177S: 8.8 = 0.5 mV, p > 0.05), noch fir S1496A (Vn S1496A: -62.8 £ 5.0 mV,
kn S1496A: 10.7 £ 0.9 mV, p > 0.05) signifikante Unterschiede zum Wildtyp
(VhWildtyp: -63.2 + 2.8 mV; kn Wildtyp: 9.9 + 0.5). Erwéhnenswert ist jedoch, dass die
Kanalverflgbarkeit bei Nay1.9-A1177S bei einer Spannung von -40 mV leicht reduziert war
(p < 0.05). Hinsichtlich der Zeitkonstante der schnellen Inaktivierung (t Inact) lieBen sich
mit Ausnahme fir die A1177S-Varinte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zum
Wildtyp erkennen. Bei einer Spannung von -20 mV war die schnelle Inaktivierung der
Al1177S-Variante mit 18 + 1.6 ms verglichen mit dem Wildtyp (26 + 1.8 ms) signifikant
verlangsamt (p < 0.05). In der Summe legen die Daten nahe, dass Serin an Position 1496
keine Bedeutung fiir das Schaltverhalten von Nay1.9 hat und Alanin an Position 1177
maoglicherweise einen marginalen Beitrag zu den Inaktivierungseigenschaften von Nay1.9

leistet.

3.3 Krankheitsassoziierte Nav1.9-Varianten

Mutationen im Nayv1.9-kodierenden SCN11A-Gen werden mit einem breiten Spektrum an
Schmerzerkrankungen in Verbindung gebracht, das von Analgesie bis hin zu schweren
neuropathischen Schmerzen reicht und hdufig von gastrointestinaler Symptomatik begleitet
wird. Die Untersuchung humaner Nay1.9-Kandéle, sowie pathologischer Varianten, gestaltet
sich schwierig, da die heterologe Expression der Kanédle in immortalisierten
Standardzelllinien nur sporadisch und mit hohem Aufwand gelingt und die erzielbaren
Stromdichten fir detaillierte Funktionsanalysen oftmals zu gering sind. Mit den in
Abschnitt 3.1 vorgestellten dKO-DRG-Neuronen werden diese Limitationen umgangen und
die robuste Expression, sowie die systematische Untersuchung pathogener
Nav1.9-Varianten, ermdglicht. Im Folgenden werden murine dKO-DRG-Neurone als
Expressionssystem  genutzt, um neue, in Patienten mit pathologischer
Schmerzwahrnehmung identifizierte, Nay1.9-Varianten, funktionell zu charakterisieren und

basierend darauf ihre Krankheitsrelevanz einzuschétzen.
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3.3.1 Funktionelle Eigenschaften potenziell Analgesie-auslésender
Nav1.9-C1355F-Kanéle

Bisher untersuchte Analgesie-assoziierte Nav1.9-Varianten betreffen stark konservierte
Bereiche in den S6-Segmenten der Kanalstruktur und sind durch eine gesteigerte
Kanalaktivierung und eine beeintrachtigte schnelle Inaktivierung gekennzeichnet (Huang et
al., 2017; King et al., 2017; Leipold et al., 2013; Phatarakijnirund et al., 2016). Mitte 2020
wurde eine neue potenziell Analgesie-ausldsende Nay1.9-Variante (C1355F) beschrieben,
jedoch ohne funktionelle Charakterisierung. Die Studie prasentiert zwei Schwestern (6 Jahre
und 3 Jahre), die seit Geburt von Analgesie und Anhidrose betroffen sind (Poojary et al.,
2020). Interessanterweise zeigten die Patienten trotz eines fehlenden Schmerzempfindens
keine selbst zugefiihrten Hautlasionen, Bisse in Zunge und Lippe, oder Fehlstellungen der
GliedmaRen aufgrund unbemerkter Frakturen, wie sie sonst hdufig fur andere Félle von CIP
beschrieben wurden (King et al., 2017; Leipold et al., 2013; Phatarakijnirund et al., 2016).
Das Berlhrungs-, Temperatur-, Druck- und Vibrationsempfinden war bei beiden Patienten
unaufféllig. Untersuchungen mittels Elektromyographie (EMG) und die Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit zeigten sowohl in Handen als auch in den FuRen
Beeintrachtigungen und waren richtungsweisend fiir eine SFN oder autonome Dysfunktion.
Durch Sequenzierung einer nicht n&her spezifizierten Auswahl an Genen bei der &lteren
Schwester wurde eine heterozygote Mutation in SCN11A identifiziert, die zu der
Kanalvariante Nay1.9-C1355F fiihrt (Poojary et al., 2020). Der AS-Austausch ist, anders als
bei den bereits beschriebenen Analgesie-assoziierten Nay1.9-Varianten, am Ende des
DIHI/DIV-Linkers lokalisiert (Abb. 19A, B). Diese Position ist interessant, da der DIII/DIV-
Linker das fur die schnelle Kanalinaktivierung wichtige IFM-Motiv enthalt. Die betroffene
AS C1355 ist in den humanen Nayv-Kandlen allerdings nicht konserviert. Wahrend Nay1.1-
Navl1.4 und Nav1.7-Nay1.8 dort einen hydrophoben Rest aufweisen (Phenylalanin (F) oder
Isoleucin (1)), besitzt Nayv1.5 dort ein polares Threonin (T). Die jlngere Schwester, sowie
der Vater waren ebenfalls Tréger der Mutation, wobei der Vater interessanterweise
asymptomatisch war und auch die Untersuchungen mittels EMG und hinsichtlich
Nervenleitgeschwindigkeit unaufféllig waren. Die Mutter war keine Tréagerin der Mutation.
Bislang sind 8 Formen hereditdrer sensorischer und autonomer Neuropathie (HSAN)
beschrieben worden, die mit Fehlfunktionen unterschiedlicher Gene assoziiert sind (Dyck,
1982; Poojary et al., 2020). In der Studie wurde postuliert, dass die C1355F-Variante

ursachlich fir das klinische Bild ist und die Erkrankung in der Folge als eine neue Form von
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HSAN (Typ 1X) klassifiziert. Eine elektrophysiologische Analyse der Kanalvariante, die
einen Zusammenhang zwischen Nay1.9-C1355F und Analgesie der Patienten bekréftigen
konnte, wurde nicht erhoben. Um diese Liicke zu schlielen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit die Funktionseigenschaften von Nay1.9-C1355F, nach Expression in dKO-DRG-
Neuronen, untersucht. In Abb. 19 sind die Ergebnisse aus den Voltage-Clamp-
Untersuchungen der C1355F-Variante und des Nay1.9-Wildtyps gezeigt.
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Abbildung 19: hNav1.9-C1355F-Kanéle unterscheiden sich funktionell nicht vom Wildtyp. (A)
Strukturmodell von Nay1.9 (Seitenansicht) mit dem DIII/DIV-Linker (cyan) und der Position des AS-
Austausches C1355F (rot). (B) Sequenzvergleich der humanen Nay-Kandle im Bereich des DIII/DIV-Linkers.
Der AS-Austausch befindet sich am Ende des DII/DIV-Linkers, der das fir die Inaktivierung relevante IFM-
Motiv enthélt (schwarze Umrandung). Die Position der ersten dargestellten AS im Sequenzabschnitt von
Nay1.9 ist durch die Ziffer am Anfang des Alignments gekennzeichnet. (C) Représentative Stromspuren von
Nay1l.9 und Nayl.9-C1355F, aufgenommen in dKO-DRG-Neuronen als Antwort auf repetitive
Spannungspulse von -130 mV bis 20 mV (10 mV Schritte). (D) Mittlere Peakstromdichten aus Experimenten
wie in C, als Funktion der Testpulsspannung. Die Linien sind Datenfits nach Gleichung 2.1. (E)
Spannungsabhangigkeit der Gleichgewichtsinaktivierung. Die Daten wurden nach Gleichung 2.9 angefittet (F)
Halbmaximale Aktivierungsspannung Vm und Spannungsabhédngigkeit der Aktivierung km (G)
Inaktivierungsspannung Vh und  Spannungsabhangigkeit der schnellen Inaktivierung kn. (H)
Inaktivierungszeitkonstante (t Inact.) als Funktion der Testpulsspannung. Alle Aufnahmen erfolgten in der
Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlésung. Die Datenpunkte in D-H sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen
der analysierten Neurone sind in Klammern angegeben.

Beide Kanéle exprimierten in dKO-DRG-Neuronen é&hnlich gut. Die maximalen
Stromdichten wurden bei -30 mV erreicht und betrugen fir Nayvl.9-
Wildtypkandle -121 + 14 pA/pF und fur die Variante C1355F -125 + 17.1 pA/pF. Damit
waren die Stromdichten der beiden Gruppen nicht voneinander zu unterscheiden. Die
Spannungsabhangigkeiten der Kanalaktivierung der beiden Kanéle zeigten keinen
signifikanten Unterschied (Vm Wildtyp: -55 + 2.2 mV, Vn C1355F: -51.5 = 3.3 mV,
p > 0.05). Auch die dazugehdrigen Steigungsfaktoren waren nicht verschieden (km Wildtyp:
8.0 £ 0.4 mV, km C1355F: 8.0 + 0.8 mV). Die halbmaximale Inaktivierungsspannung (Vn)
war fur die C1355F-Variante etwas negativer verglichen mit dem Wildtyp, wenn auch nicht
signifikant (Vy C1355F: -63.2 £ 2.8 mV, Vx Wildtyp: -58.7 £ 2.0 mV, p > 0.05). Hinsichtlich
der Spannungsabhéngigkeit der schnellen Inaktivierung (kn) war zwischen den Gruppen kein
Unterschied detektierbar (kn Wildtyp: 9.9 £ 0.5 mV, ks C1355F: 10.8 £ 0.5 mV, p > 0.05).
Auch die Inaktivierungskinetik von C1355F war im gesamten untersuchten
Spannungsfenster von -30 bis 30 mV nicht verandert (p > 0.05). Zusammengefasst bewirkte
die Variante C1355F keine messbaren Funktionsverdnderungen in Nayv1.9, was suggeriert,

dass C1355F sehr wahrscheinlich nicht die Ursache der Erkrankung darstellt.

3.3.2 Funktionelle Untersuchung von Nay1.9-W684L-Kanélen

Von Kollaborationspartnern der Uniklinik Aachen wurde in Zusammenarbeit mit
Neurologen der Universitat Istanbul ein neuer Fall potenziell Schmerz-auslésender Nay1.9-
Kandle identifiziert. Dabei handelt es sich um einen 48-jahrigen ménnlichen Patienten, der
unter kélte-induzierten Schmerzattacken leidet. Die Symptome begannen im Jahr 2019 mit
stechenden und brennenden Schmerzen in den FiRen, die durch Kalte getriggert wurden und

sich dann schrittweise bis zu den Handen ausbreiteten. Die behandelnden Arzte berichteten
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davon, dass der Patient keine autonomen Symptome zeige. Weiterhin habe der Patient sieben
Geschwister, wobei eine Schwester von Amyotropher Lateralsklerose (ALS) betroffen sei.
Die Eltern des Patienten seien nicht blutsverwandt. Es wird auRerdem davon berichtet, dass
die bereits verstorbene Mutter des Patienten an denselben Beschwerden gelitten habe. Im
Rahmen der neurologischen Untersuchungen fanden die Arzte keine Auffalligkeiten, mit
Ausnahme eines eingeschrankten Vibrationsempfindens in den FiiRen. Zudem wurde eine
bilaterale Abwesenheit des Achillessehnen-Reflexes diagnostiziert. Untersuchungen der
Nervenfunktion zeigten eine geringfiigige Reduktion der Signalamplitude im Nervus suralis.
Die Symptome des Patienten sprachen auf 200 mg Lacosamid/Tag an. Mittels
Exomsequenzierung wurde eine heterozygote Mutation im SCN11A-Gen identifiziert, die zu
dem AS-Austausch W684L in Nayv1.9 fuhrt. Weitere genetische Veranderungen wurden
nicht gefunden.
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Abbildung 20: Lokalisation von W684L in Nav1.9. (A) Sequenzvergleich humaner Nay-Kandle. Das
relevante Tryptophan (W684 in Nay1.9, rote Markierung) ist in allen humanen Nay-Kandlen konserviert und
befindet sich unmittelbar hinter dem Spannungssensor DII/S4. Die positiv-geladenen Reste im DII/S4-
Spannungssensor sind gelb umrandet. Die Ziffer zu Beginn des Alignments bezeichnet die Position der ersten
AS im Sequenzabschnitt von Nay1.9. (B) Sicht von unten (intrazellulér) auf den Nay-Kanal. Der AS-Austausch
W684L, sowie die DII/S4-Helix sind farblich hervorgehoben (C) Seitenansicht auf den Nay-Kanal mit
Farbkodierung wie in B.
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Im Rahmen einer Kollaboration wurden die elektrophysiologischen Eigenschaften der
Nav1.9-W684L-Kanéle untersucht. Der AS-Austausch W684L ist am intrazelluldren Ende
des Spannungssensors DI1/S4 lokalisiert (Abb. 20). Diese Position ist interessant, da D11/S4
mafgeblich am Aktivierungsvorgang der Nav-Kanéle beteiligt ist (Bezanilla, 2000; Han et
al., 2015). Dies wird z.B. durch toxikologische Studien belegt, die zeigen, dass dieser
Spannungssensor durch Peptidtoxine fixiert werden kann und dadurch die Kanalaktivierung
verstarkt oder vermindert wird (Cestéle et al., 1998; Leipold et al., 2012). Da sich W684L
unmittelbar hinter dem Spannungssensor befindet, liegt die Vermutung nahe, dass die
Schalteigenschaften der Kanéle durch den AS-Austausch beeinflusst werden kdnnten. Um
die Auswirkungen von W684L auf die Kanalfunktion zu untersuchen, wurden die Kandle in
dKO-DRG-Neuronen zur Expression gebracht und mittels Patch-Clamp-Technik
Schalteigenschaften und Auswirkungen auf die neuronale Erregbarkeit untersucht. Um den
Temperatureinfluss zu untersuchen, wurden die Experimente sowohl bei 20 °C als auch bei
12 °C durchgefuhrt. Die Experimente bei niedrigen Temperaturen simulierten die
Bedingungen, unter denen die Schmerzepisoden ausgeldst werden. Die Ergebnisse der
funktionellen Untersuchungen sind in Abb. 21-23 dargestelit.
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Abbildung 21: W684L hat milde Auswirkungen auf die Kanalaktivierung. (A) Représentative
Stromspuren von Nayl1l.9 und Nay1.9-W684L, aufgenommen in dKO-DRG-Neuronen als Antwort auf
repetitive Spannungspulse von -130 mV bis 20 mV (10 mV Schritte). (B) Mittlere Peakstromdichten aus
Experimenten wie in A, als Funktion der Testpulsspannung, gemessen bei 20 °C. (C) Daten wie in A, erhoben
bei 12°C. (D) Représentative Stromspuren bei einer Deaktivierungsspannung von -80 mV. (E) Zeitkonstanten
der Deaktivierung (tg) und Aktivierung (tm) als Funktion der Testpulsspannung fir Nay1.9 (schwarz) und
Nay1.9-W684L (rot), gemessen bei 20 °C. (F) Daten wie in E, gemessen bei 12 °C. Alle Aufnahmen erfolgten
in der Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlésung. Die Datenpunkte in B, C, E und F sind Mittelwerte + s.e.m.
Die Anzahlen der analysierten Neurone sind in Klammern angegeben.

Die Kanalvariante Nay1.9-W684L zeigte eine solide funktionelle Expression. Im Vergleich
zum Nav1.9-Wildtyp war die Stromdichte bei Nay1.9-W684L bei 20 °C leicht erhéht (Abb.
21B). Fir den Wildtyp wurde eine maximale Peakstromdichte von -95 + 21.0 pA/pF
bei -40 mV gemessen und fir W684L eine maximale Peakstromdichte in Hohe
von -136.3 + 28.9 pA/pF bei -30 mV. Allerdings wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht.
Die halbmaximale Aktivierungsspannung (Vm) war bei der Variante W684L im Vergleich
zum Wildtyp um 4 mV zu depolarisierten Potentialen verschoben (p > 0.05). Fir den
Wildtyp betrug Vm -52.9 £ 2.1 mV und fiir W684L -48.8 + 1.9 mV. Die dazugehdrigen km-
Werte, die die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung charakterisieren, betrugen
8.1+ 0.8 mV fir den Wildtyp und 7.5 £ 0.7 mV fiir W684L (p > 0.05).

Bei Absenkung der Temperatur auf 12 °C war die Peakstromdichte fir beide Kanale
reduziert. Fir W684L zeigte sich im Spannungsfenster von -50 bis -20 mV eine signifikante
Reduktion des Peakstroms (p < 0.05). Fir den Wildtyp hingegen war die
Peakstromreduktion nicht signifikant (p > 0.05). Beim Vergleich der Stromdichten von
Wildtyp und W684L bei 12 °C (Abb. 21C) war eine signifikant verminderte
Peakstromdichte im Spannungsfenster von -60 bis -50 mV bei der Mutante erkennbar
(Abb. 21C, p < 0.05). Zudem waren bei niedrigeren Temperaturen Aktivierungs- und
Inaktivierungskinetik zu hoheren Potentialen verschoben. Bei Nayl1.9-Wildtypkanélen
verschob sich die halbmaximale Aktivierungsspannung um 8.1 mV und bei der Variante
W684L um 12.4 mV zu héheren Potentialen. Die halomaximale Aktivierungsspannung (Vm)
betrug fir den Wildtyp -44.8 = 4.2 mV und fir W684L -36.4 £ 1.9 mV (p > 0.05). Dabei
war die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung von W684L mit 9.9 + 0.8 mV um 2.1 mV
hoher als die des Wildtyps mit 7.8 £ 1.2 mV (p > 0.05). Die Kinetik lie} zudem eine leicht
beschleunigte Deaktivierung bei W684L-Kanalen erkennen (Abb. 21D-F), wobei jedoch

nicht das Signifikanzniveau von p < 0.05 erreicht wurde.
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Abbildung 22: Die Kanalinaktivierung wird durch W684L nicht beeinflusst. (A) Spannungsabhéngigkeit
der Gleichgewichtsinaktivierung (Isoo/lo) als Funktion der Konditionierungsspannung, gemessen bei 20 °C und
12 °C. Die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung (G/Gmax) ist als gestrichelte Linie dargestellt. (B)
Zeitkonstanten der schnellen Inaktivierung (tInact.) bei 20 °C und bei 12 °C. Alle Aufnahmen erfolgten in der
Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlésung. Die Datenpunkte sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen der
analysierten Neurone sind in Klammern angegeben.

Bei einer Reduktion der Temperatur auf 12 °C verschob sich die halbmaximale
Inaktivierungsspannung (V) fir den Wildtyp um 12.6 mV hin zu héheren Potentialen (Vn
20 °C Navl1.9: -61.61 + 23 mV; Vi 12°C Nayl.9: -49.02 + 4.3 mV). Die
Spannungsabhangigkeit kn blieb unverdndert und betrug bei 20 °C fur den Wildtyp
9.8£05mV und bei 12 °C 105 + 1 mV. Mit 17.3 mV war der Einfluss der
Temperaturreduktion auf die halbmaximale Inaktivierungsspannung der W684L-Mutante
etwas starker (Vh 20 °C W684L: -60.5 £ 2.1 mV; Vh 12°C W684L: -43.18 + 2.6 mV). Die
Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung der W684L-Kanéle war temperaturunabhangig
(20°C:10.6 £ 0.6 mV, 12 °C: 11.6 £ 0.7 mV). Wie in Abb. 22B zu sehen, verlangsamte die
Temperaturabsenkung die Inaktivierungskinetik beider Kanale jeweils um den Faktor von
ca. 2. Sowohl bei 20 °C als auch bei 12 °C war die Inaktivierungskinetik von Wildtyp und
Mutante nicht signifikant verschieden. Somit waren Nay1.9-Wildtyp und Nayv1.9-W684L
hinsichtlich threr Inaktivierungseigenschaften im gesamten analysierten Spannungsbereich

ununterscheidbar.
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Abbildung 23: W684L-Kandle vermindern die Erregbarkeit muriner DRG-Neurone. (A) Reprasentative
Einzelaktionspotentiale als Antwort auf eine Strominjektion von 200 pA fiir 10 ms, gemessen in einem
Wildtyp-DRG-Neuron, dass entweder mit Nay1.9 oder W684L-kodierenden Plasmiden transfiziert wurde. (B)
Charakteristika einzelner Aktionspotentiale, wie in A gezeigt. RMP: Ruhemembranpotential; Breitem: Breite
am Schwellenwert; APpeac: AP-Peakspannung (C) Représentative Trains repetitiver Aktionspotentiale als
Antwort auf eine Strominjektion von 120 pA fir 2 s. (D) Anzahl gefeuerter Aktionspotentiale aus
Experimenten wie in C, als Funktion des injizierten Stroms. Die Datenpunkte in B und D sind Mittelwerte +
s.e.m. Die Anzahlen analysierter Neurone sind in Klammern angegeben. Alle Experimente wurden bei einer
Temperatur von 20 °C durchgefiihrt. Die Signifikanzindikatoren beziehen sich auf einen zwei-seitigen
Student’s t-Test. **p < 0.01, *p < 0.05.
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Um die Auswirkungen von W684L auf die neuronale Erregbarkeit zu untersuchen, wurden
die Kandle in Wildtyp-DRG-Neuronen exprimiert und Current-Clamp-Experimente
durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten Neurone, die mit Nay1.9-kodierenden Plasmiden
transfiziert wurden. Zundchst wurden Einzel-APs evoziert und deren Form analysiert. Die
Ergebnisse in Abb. 23 lassen erkennen, dass die Variante Nay1.9-W684L weder die AP-
Breite am Schwellenwert (Breiten), die AP-Peakspannung (APpeak) noch das
Ruhemembranpotential (RMP) signifikant beeinflusst (p > 0.05). Um den Einfluss der
Variante auf die Erregbarkeit zu untersuchen, wurden systematisch repetitive APs durch
kontinuierlich ansteigende Strominjektionen ausgeltst. Bei Stromstarken von 0-100 pA
nahm die Feuerfrequenz der Nav1.9-exprimierenden Neurone kontinuierlich zu. Ab 120 pA
setzte eine Sattigung der Feuerfrequenz ein (Abb. 23D). Die Feuerfrequenz der W684L -
exprimierenden Neurone war bis zu Reizstarken von 60 pA mit denen der Kontrollgruppe
vergleichbar. Bei hoheren Stimulationsstromstarken sank die Feuerfrequenz hingegen

deutlich unter die der Kontrollgruppe ab (p < 0.01).
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Zusammengefasst zeigen die elektrophysiologischen Daten, dass die Kinetik von Nay1.9
und der Variante Nay1.9-W684L, bei einem Absenken der Temperatur verlangsamt wird.
Weiterhin ist ersichtlich, dass W684L-Kandle im Vergleich zum Wildtyp bei geringfligig
héheren Spannungen aktivieren, was eine milde LOF-Eigenschaft darstellt. Im Einklang

damit feuerten W684L -exprimierende DRG-Neurone APs mit geringerer Frequenz.

3.3.3 Charakterisierung potenziell Schmerz-auslésender Nay1.9-Y66S-Kanéle
Eine weitere potenziell Schmerz-ausldsende Nay1.9-Variante wurde in zwei
Schmerzpatienten der Uniklinik Aachen in Kooperation mit Dr. Maike Dohrn identifiziert.
Betroffen ist eine Mutter (59 J) und ihr Sohn (36 J), die beide mit einer SFN mit fuhrend
neuropathischer Schmerzsymptomatik diagnostiziert wurden. Es wurden keine relevanten
autonomen Symptome beschrieben. Die Mutter berichtet von seit 8 Jahren andauernden
brennenden und stechenden Schmerzattacken in der Peripherie ihres Korpers. Dartber
hinaus leidet sie unter einer Thermhypasthesie der FulRe und leichtgradigen sudomotorischen
Funktionsstorungen. Auf der PainDETECT Skala erreichte die Mutter im Jahr 2019 einen
Score von 21/38. Mittels Hautbiopsie wurde bei der Mutter eine reduzierte intraepidermale
Faserdichte nachgewiesen, bei dem Sohn jedoch nicht. Bei ihrem Sohn setzten die
Symptome vor ca. 9 Jahren ein. Zu den Leitsymptomen z&hlen Taubheits- und Kaltegefuhl
an den Handen und FiiRen, eine Uberempfindlichkeit gegenilber Warme sowie eine
Hypésthesie der File fir leichte Bertihrung und Kélte. Die Symptome verschlechterten sich
tendenziell zwischen 2019 und 2021. Auf der PainDETECT Skala erreichte der Sohn einen
Score von 8/38. Die quantitativ sensorische Testung war bei Mutter und Sohn wegweisend
fir eine AS- und C-Faser-Dysfunktion (SFN). Mittels Neurographie konnten keine
Auffalligkeiten festgestellt werden und eine (bekannte) erworbene Ursache fiir die
Neuropathie ausgeschlossen werden. Durch Exomsequenzierung konnte eine Mutation im
SCN11A-Gen identifiziert werden, die zu dem Austausch eines Tyrosins durch ein Serin an
der Position 66 im N-Terminus von Nayv1.9 fihrt.
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B Potentielle Serin-Phosphorylierung durch PKA Y66S

Abbildung 24: Lokalisation von Y66S in Nav1.9. (A) AS-Sequenzen humaner Nay-Kandle im Bereich des
N-Terminus. Das relevante Tyrosin (Y66 in hNay1.9) ist in allen humanen Nay-Kanélen konserviert. Basierend
auf Untersuchungen an Nay1.2 und Nay1.5 ist das konservierte Y (rot) ein Target der Fyn-Kinase (Beacham
et al., 2007; Igbal et al., 2018). In-silico-Analysen legen zudem nahe, dass 66S in Nay1.9 ein potenzielles
Target fir PKA (blau) ist. Die Ziffer vor dem Alignment entspricht der Position der ersten gezeigten AS in der
Sequenz von hNay1.9. (B) Seitenansicht auf ein Strukturmodell von Nay1.9 mit Markierung der Position von
Y66S im N-Terminus des Kanals.

Das relevante Tyrosin (Y66 in hNay1.9) ist in allen humanen Nav-Kanélen konserviert
(Abb. 24A). Funktionelle Untersuchungen der Kanalsubtypen Nay1.2 und Nay1.5 konnten
bereits zeigen, dass an der homologen Position eine Fyn-Kinase-vermittelte
Phosphorylierung erfolgt und durch einen AS-Austausch des Tyrosins zu Phenylalanin die
Gleichgewichtsinaktivierung der Kanéle zu depolarisierten Potentialen verschoben wird
(Beacham et al., 2007; Igbal et al., 2018). Basierend auf préadiktiven Algorithmen
(NetPhos 3.1) entsteht durch  Y66S in Navl.9 zudem eine potenzielle
Phosphorylierungsstelle fiir PKA. Die Klinik und die Genetik lassen vermuten, dass Y66S
krankheitsauslosend ist. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine funktionelle
Analyse der Variante Nav1.9-Y66S durchgefihrt. Analog zu vorangegangenen Abschnitten
wurden hierfiir Nav1.9-Y66S-Kandle in dKO-DRG-Neuronen exprimiert und daraufhin in
Voltage-Clamp-Experimenten untersucht. Als Kontrolle diente Nay1.9-Wildtyp. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 25-26 dargestellt.
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Abbildung 25: Navl1.9-Y66S-Kanéle zeigen eine verlangsamte Aktivierung und eine beschleunigte
Deaktivierung. (A) Reprasentative Stromspuren von Nay1.9-Wildtyp und Nay1.9-Y66S, aufgenommen in
dKO-DRG-Neuronen als Antwort auf repetitive Spannungspulse von -130 mV bis 20 mV (10 mV Schritte,
oben) in der Gegenwart von 1 uM TTX. (B) Gemittelte Peakstromdichten aus Experimenten wie in A, als
Funktion der Testpulsspannung. (C) Reprasentative Stromspuren wahrend hyperpolarisierenden Pulsen
von -30 mV auf -80 mV zur Auslésung der Kanaldeaktivierung. Das Pulsprotokoll ist links oben dargestellt.
(D) Zeitkonstanten der Deaktivierung (tq) und Aktivierung (tm) als Funktion der Testpulsspannung fur Nay1.9
(schwarz) und Nay1.9-Y66S (blau). Die Datenpunkte in B und D sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen der
analysierten Neurone sind in Klammern angegeben. Die Signifikanz zwischen den Datengruppen wurde mit
einem zweiseitigen Student’s t-Test getestet. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.

Verglichen mit Nayv1.9-Wildtyp erwies sich die funktionelle Expression der Y66S-Kanale
als schwieriger, da die Mehrzahl der getesteten Neurone nur sehr geringe Stromdichten
aufwiesen und somit keine detaillierte Analyse zulieRen. Nur wenige Y66S-exprimierende
Neurone generierten vergleichbar hohe Stromamplituden wie Neurone, die den Wildtyp
exprimierten. Die Analyse der Y66S-exprimierenden Neurone lieferte eine mdogliche
Erklarung. Wie in Abb. 25B gezeigt, waren die Peakstromdichten der Y66S-Kanéle bei
niedrigen Spannungen deutlich geringer als die der Wildtyp-Kanéle. Fur Y66S-Kanéle war
die Spannung bei halbomaximaler Kanalaktivierung (Vm) um mehr als 15 mV zu positiven
Potentialen verschoben. Fur den Wildtyp betrug Vm -529 = 2.1 mV und fir
Y66S -36.5+28mV (p < 0.001). Die dazugehorigen km-Werte, die die
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung charakterisieren, waren nicht verandert (Y66S:
9.2£0.6 mV, Wildtyp: 8.1 + 0.8 mV, p > 0.05). Kompatibel mit der Verschiebung der
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Spannungsabhangigkeit der Kanalaktivierung zu hdéheren Membranpotentialen, wiesen
Y66S-Kandle eine verlangsamte Aktivierungskinetik sowie eine signifikant beschleunigte
Deaktivierung auf (Abb. 25D).
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Abbildung 26: Y66S beeinflusst die Inaktivierung von Nav1.9. (A) Représentative Stromspuren von Nay1.9
und Nay1.9-Y66S, aufgenommen in dKO-DRG-Neuronen als Antwort auf depolarisierende Spannungspulse
vor (lo, links) und nach (Iseo, rechts) Konditionierung bei -60 mV. (B) Spannungsabhangigkeit der
Gleichgewichtsinaktivierung (Isoo/lo) als Funktion der Konditionierungsspannung (durchgezogene Kurve). Die
gestrichelten Kurven zeigen die Spannungsabhangigkeit der Kanalaktivierung (G/Gmax) und wurden aus den in
Abb. 25B gezeigten Daten berechnet. (C) Gemittelte, Peak-normierte Stromantworten von Nay1.9 und
Nay1.9-Y66S bei den angegebenen Membranspannungen, jeweils + s.e.m. (schattierte Bereiche). Die
Datenbasis waren Stromspuren wie in Abb. 25A gezeigt. Zu sehen ist eine verlangsamte Inaktivierung der
Nayv1.9-Y66S-Kanéle. (D) Einfachexponentielle Zeitkonstante der schnellen Inaktivierung (t Inact.) als
Funktion der Testpulsspannung. Alle Aufnahmen erfolgten in der Gegenwart von 1 uM TTX in der Badldsung.
Die Datenpunkte in B und D sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen der analysierten Neurone sind in
Klammern angegeben. Die Signifikanz zwischen den Datengruppen wurde mit einem zweiseitigen Student’s
t-Test getestet: **p < 0.01, *p < 0.05.

Ahnlich wie die Aktivierungseigenschaften  beeinflusste Y66S auch die
Inaktivierungseigenschaften der Nayl1.9-Kandle. Die halbmaximale Spannung der
Gleichgewichtsinaktivierung (V) war um ca. 12 mV hin zu hdheren Potentialen verschoben
(Wildtyp: -61.6 + 2.3 mV, Y66S: -49.3 =+ 3.0 mV, p < 0.01). Der dazugehorige
Steigungsfaktor wurde durch die Mutation nicht verandert (Nav1.9: 9.8 £ 0.5 mV, Y66S:
9.5 + 0.5 mV). Die schnelle IFM-vermittelte Inaktivierung der Y66S-Kanale war ber den
gesamten untersuchten Spannungsbereich verlangsamt (Abb. 26D). Bei -30 mV und 0 mV

war der Effekt signifikant (p < 0.05). Zusammenfassend zeigen die Daten der
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Voltage-Clamp-Experimente, dass Nayv1.9-Y66S-Kandle sowohl LOF- (Kanalaktivierung)

als auch GOF-Eigenschaften (Kanalinaktivierung) aufweisen.
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Abbildung 27: Y66S-Kanéle wirken sich nicht auf das Feuerverhalten transfizierter DRG-Neurone aus.
(A) Représentative Einzelaktionspotentiale als Antwort auf eine Strominjektion von 200 pA fir 10 ms,
gemessen in Wildtyp-DRG-Neuronen, die entweder mit Nay1.9-Wildtyp-kodierender (links) oder Y66S-
kodierender DNA (rechts) transfiziert wurden. (B) Parameter zur Charakterisierung einzelner
Aktionspotentiale. RMP: Ruhemembranpotential; Breiter: Breite am  Schwellenwert;  APpea:
AP-Peakspannung (C) Reprasentative Trains repetitiver Aktionspotentiale als Antwort auf eine Strominjektion
von 60 pA fir 2 s. (D) Anzahl gefeuerter Aktionspotentiale aus Experimenten wie in C, als Funktion des
injizierten Stroms. Die Datenpunkte in B und D sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen analysierter Neurone
sind in Klammern angegeben.

Wie sich diese Eigenschaften auf die AP-Charakteristika transfizierter DRG-Neurone
auswirken, wurde in Current-Clamp-Experimenten untersucht. Die Ergebnisse dazu sind in
Abb. 27 dargestellt. Zunachst wurden einzelne APs ausgel6st und deren Form analysiert.
Anders als die Voltage-Clamp-Daten vermuten lassen, beeinflusste die Anwesenheit von
Y66S in den DRG-Neuronen weder das RMP noch die Breite oder die maximale Spannung
des AP-Peaks. Repetitives Feuern wurde mit zwei-sekiindlichen, systematisch ansteigenden
Strominjektionen ausgeldst. Im Vergleich zur Kontrollgruppe feuerten Y66S-exprimierende
Neurone zwar tendenziell weniger APs bei geringen Reizstirken (< 100 pA) und mehr bei
hoheren Reizstarken (> 100 pA), doch wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht (p > 0.05).
Insgesamt zeigen die Daten, dass der Austausch Y66S sowohl die Aktivierung als auch die
Inaktivierung der Nav1.9-Kanéle deutlich beeintrachtigt und ihnen damit sowohl LOF- als

auch GOF-Eigenschaften verleiht. Weiterhin zeigen die Daten, dass sich diese physiologisch
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entgegengesetzt wirkenden Funktionsverdnderungen kaum auf die Erregbarkeit

transfizierter DRG-Neurone auswirken.

3.3.4 Analyse Analgesie- und Obstipation-assoziierter Nay1.9-L396P-Kanale in

murinen enterischen Neuronen
Genetisch  bedingte Nay1.9-assoziierte Schmerzerkrankungen werden hdaufig von
gastrointestinalen Beschwerden, wie Obstipation oder Diarrho begleitet (Huang et al., 2014;
King et al., 2017; Leipold et al., 2013, 2015; Okuda et al., 2016; Phatarakijnirund et al.,
2016; Zhao et al., 2022). Vor allem die Analgesie-auslésenden Varianten gehen mit
intensiver Darmproblematik einher, was in einigen Fallen eine phasenweise parenterale
Erndhrung erforderlich macht (Leipold et al., 2013). Der Zusammenhang der Mutationen
mit Schmerz und Analgesie wurde bereits flr viele der bekannten SCN11A-Mutationen
untersucht — oft unter der Nutzung isolierter DRG-Neurone flr die Kanalexpression (Han et
al., 2015; Huang et al., 2014; King et al., 2017; Leipold et al., 2013, 2015). Allerdings
existieren keine Daten zur Funktionsweise der Mutanten in enterischen Neuronen bzw. dazu,
wie sie sich auf die Erregbarkeit enterischer Neurone auswirken. Der primare Grund daflr
ist die aufwendige und oft nur unzureichende Gewinnung enterischer Neurone aus
Versuchstieren, wie etwa Mé&usen. Um die Untersuchung der Kanéle in enterischen
Neuronen zu ermdglichen, wurde deshalb eine Methodik entwickelt, die die Isolation viabler
enterischer Neurone aus Mausgewebe und ihre transiente Transfektion sowie
elektrophysiologische Untersuchung ermoglicht (Kuehs et al., 2022). Diese Methode wurde
zunachst dazu eingesetzt, enterische Neurone von Wildtypmausen hinsichtlich ihrer
endogenen Nay-vermittelten Stromantworten zu untersuchen. Um zwischen TTXr und
TTXs Na*-Stromen differenzieren zu konnen, erfolgten zunachst Voltage-Clamp-
Experimente in der Abwesenheit und anschlieRend in der Gegenwart von 1 uM TTX. Eine
reprasentative Darstellung der endogenen Nay-vermittelten Stromantworten muriner

enterischer Wildtypneurone ist in Abb. 28 zu sehen.
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Abbildung 28: Endogene Nav-vermittelte Na*-Strome in murinen enterischen Wildtyp-Neuronen. (A)
Représentative Stromspuren muriner enterischer Wildtyp-Neurone als Antwort auf repetitive Spannungspulse
von -120 mV bis 30 mV (10 mV Schritte) ohne (links, total) und in der Gegenwart von 1 uM TTX (rechts,
TTXr). (B) Gemittelte Peakstromdichten aus Experimenten wie in A gezeigt, ohne (links) und mit TTX-
Applikation (rechts) als Funktion der Testpulsspannung. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde der Datenfit der
TTXr-Stréme (Ina+ T7xr) dem Datenfit der Gesamtstrome (Ina+ wtal) als gestrichelte Kurve tberlagert (links,
blau). Die Daten in B sind Mittelwerte £ s.e.m. Die Anzahlen analysierter Neurone sind in Klammern
angegeben.

Unter Kontrollbedingungen waren mehrheitlich schnell aktivierende Na*-Stréme messbar,
die eine maximale Peakstromdichte von -637.0 £ 46.2 pA/pF bei -20 mV erreichten. Durch
die Applikation von 1 pM TTX wurde spezifisch die schnell inaktivierende
Stromkomponente inhibiert und die maximale Peakstromdichte auf -191.6 + 27.3 pA/pF
reduziert. Die TTXr Stromantworten wiesen zwei Klar unterscheidbare Komponenten auf:
Bei den Untersuchungen war eine schnell aktivierende, schnell inaktivierende Komponente
sichtbar, die von einer weiteren, fir Nav1.9 typischen, sehr langsam inaktivierenden
Komponente (berlagert wurde. Enterische Neurone unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Ausstattung an TTXr Nay-Kanalen deutlich von DRG-Neuronen. Anders als DRG-Neurone
exprimieren sie keine Nayv1.8-Kandle, jedoch exprimieren sie den langsam schaltenden
Nayv1.9- sowie den ebenfalls TTX-resistenten Kanal Nay1.5 (Osorio et al., 2014). Letzterer
ist durch eine schnelle Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik gekennzeichnet (Osorio et
al., 2014). Die beiden Komponenten der TTXr Strdme représentieren somit die Beitrdge von
Nav1.5 und Nay1.9.

In einem ndchsten Schritt wurde die Methode dazu eingesetzt, die Kanalvariante Nay1.9-
L396P zu untersuchen. Diese Variante wurde bei einem 16 Monate alten Jungen identifiziert,
der an Analgesie und schwerer Obstipation leidet (King et al., 2017). Die vorangegangenen
Untersuchungen von King et al. erfolgten in Nayl.9-KO-DRG-Neuronen als
Expressionssystem und wurden in einem begrenzten Spannungsfenster durchgefihrt.
Aufgrund von geringen Stromamplituden konnten keine Aussagen zu der schnellen
Kanalinaktivierung gemacht werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von

L396P-Kandlen nun erstmals in murinen enterischen Neuronen untersucht. Dazu wurden
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enterische Neurone nach Isolation mit Kanal-kodierender DNA fiir Nay1.9-Wildtyp oder
Nav1.9-L396P transfiziert und anschlieBend in Voltage-Clamp-Experimenten in der

Gegenwart von 1 uM TTX untersucht.
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Abbildung 29: Funktionelle Expression von Nav1.9-L396P-Kandlen in murinen enterischen Neuronen.
(A) Représentative Stromantworten von enterischen Wildtyp-Neuronen transfiziert mit DNA-Konstrukten,
kodierend fur Nay1.9- oder Nay1.9-L396P-Kanéle als Antwort auf repetitive Spannungspulse von -130 mV
bis 20 mV (10 mV Schritte, oben). (B) Gemittelte Peakstromdichten aus Experimenten wie in A, als Funktion
der Testpulsspannung. Zum besseren Vergleich wurde der L396P-Datenfit (gestrichelte Linie) den Wildtyp-
Daten tberlagert. (C) Représentative Stromantworten von Nay1.9 und Nay1.9-L396P-Kanalen, aufgenommen
in Wildtyp-Darmneuronen als Antwort auf -30 mV Testpulse vor (lg) und nach (lsp) einem 500 ms
andauernden Konditionierungsinterval von -140 bis 0 mV (10 mV Schritte). (D) Spannungsabhangigkeit der
Gleichgewichtsinaktivierung als Funktion der Konditionierungsspannung, erhalten aus Experimenten wie in C
gezeigt. Die Datenfits erfolgten mit Boltzmann-Funktionen nach Gleichung 2.10. Hervorzuheben ist, dass die
Strome der L396P-exprimierenden Neurone neben einer biphasischen Spannungsabhéngigkeit der
Kanalinaktivierung eine ausgepragte nicht inaktivierende Stromkomponente aufweisen. Alle Aufnahmen
erfolgten in der Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlésung. Die Datenpunkte in B und D sind
Mittelwerte £ s.e.m. Die Anzahlen der analysierten Neurone sind in Klammern angegeben. Die Signifikanz
zwischen den Datengruppen wurde mit einem zweiseitigen Student s t-Test ermittelt. ***p < 0.001, **p <0.01,
*p < 0.05.

Mit Nav1.9-kodierender DNA transfizierte enterische Neurone (Abb. 29A, links) zeigten in
der Gegenwart von 1 uM TTX, &hnlich wie nicht-transfizierte Neurone (Abb. 28A, rechts),
zwei Stromkomponenten. ErwartungsgemaR verstarkte die Uberexpression von Nay1.9 in
enterischen Neuronen die langsam inaktivierende Nay1.9-spezifische Stromkomponente.
Die maximale Peakstromdichte lag bei -230 + 51.5 pA/pF und wurde bei -30 mV erreicht.
Die halbmaximale Aktivierungsspannung der Nay-vermittelten Na*-Stréme lag
bei -64.2+15 mV. Der dazugehorige Steigungsfaktor zur Beschreibung der
Spannungsabhangigkeit der Kanalaktivierung betrug 10.5 + 0.8 mV. Darmneurone, die mit

L396P-Kanal-kodierender DNA transfiziert wurden, zeigten zusétzlich zu den schnell
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aktivierenden und inaktivierenden Strémen eine ausgepragte nicht inaktivierende
Stromkomponente (Abb. 29A, rechts). Dies zeigt klar, dass L396P-Kandle nahezu
inaktivierungsdefizient sind. Die Stromdichte der L396P-exprimierenden Neurone war mit
-99 + 18.7 pA/pF im Vergleich zum Wildtyp vermindert. Zusétzlich war die halbmaximale
Aktivierungsspannung (Vm) um ca. 15 mV hin zu hyperpolarisierten Potentialen verschoben
(-78.9 £ 2.3 mV, p < 0.001). Die Analyse der Gleichgewichtsinaktivierung zeigte fir
Nav1.9-Wildtyp-exprimierenden Darmneuronen eine halb-maximale Inaktivierungs-
spannung (Vh) von -77.3 = 2.6 mV mit einem Steigungsfaktor von 10.0 + 0.4 mV.
Demgegeniiber wiesen Darmneurone, die die L396P-Variante exprimierten, zwei klar
unterscheidbare Stromkomponenten auf (Abb. 29D). Von diesen beiden Komponenten kann
eine den endogenen TTXr Kanédlen Navl.5 und Navl.9 zugeordnet werden
(Vh1: -90.6 = 3.9 mV) und die zweite Komponente den inaktivierungsdefizienten L396P-
Kanélen (Vh2: -39.0 £ 3.4 mV).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse eine erfolgreiche Uberexpression humaner
Nav1.9-Kanale in isolierten murinen enterischen Neuronen. Die Resultate bestéatigen, dass
L396P den Nav1.9-Kandlen GOF-Eigenschaften verleiht (King et al., 2017) und zeigen
zudem erstmals, dass L396P zu einem nahezu vollstandigen Inaktivierungsverlust der
Nav1.9-Kanale flhrt.

3.4 Analyse der ROS-Sensitivitat Nozizeptor-spezifischer Nay-Kandle

Nicht nur Mutationen in den Kanal-kodierenden Genen beeinflussen die Funktionsweise
Nozizeptor-spezifischer Nay-Kandle, sondern auch posttranslationale Prozesse, wie etwa die
Oxidation vulnerabler AS-Ketten durch ROS, koénnen die Funktionsweise der Kandle
modulieren (Schink et al., 2016; B. J. Smith et al., 2023). Inwieweit sich ROS-abhangige
Funktionsveranderungen der Nav-Kanéle auf die Nozizeptoren auswirken, ist noch nicht
abschlieRend geklart. Jedoch scheinen erhohte ROS-Level mit Schmerzerkrankungen
unterschiedlicher Atiologie in Verbindung zu stehen (Janes et al., 2012; Ndengele et al.,
2008; Salvemini et al., 2011). In diesem Zusammenhang sind Superoxid und dessen
Folgeprodukt Peroxynitrit von besonderer Bedeutung (Janes et al., 2012; Salvemini et al.,
2011). In Proteinen greift diese Spezies bevorzugt die schwefelhaltigen AS Methionin und
Cystein an (Hoshi & Heinemann, 2001). Davon sind auch Nay-Kandéle betroffen, denn sie
besitzen zahlreiche Methionine, unter anderem auch in den inaktivierungsrelevanten

Bereichen, wie z.B. dem IFM-Motiv (Kassmann et al., 2008). Diese AS-Reste machen die
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Nav-Kanéle empfindlich gegenuber ROS, was sich vor allem in zwei prominenten Effekten
auBert: Zum einen kommt es zu einem Verlust der schnellen IFM-vermittelten
Kanalinaktivierung und zum anderen zu einer Reduktion der Na*-Stromamplitude (Higure
et al., 2003; Kassmann et al., 2008). In DRG-Neuronen wurde Nayv1.8 bereits als wichtiges
ROS-Target identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Kanal im Vergleich zu den
dort exprimierten TTXs-Nav-Kanélen eine deutlich hthere Empfindlichkeit gegentiber ROS
aufweist (Schink et al., 2016; Schluter & Leffler, 2016). Weiterhin ist bekannt, dass erhéhte
ROS-Level die Erregbarkeit von DRG-Neuronen beeinflussen und dass diese
Veranderungen zu einem grofRen Teil auf die ROS-abhéngige Modulation von Nay1.8
zurlickzufuhren ist (Schink et al., 2016). Welche Rolle Nay1.9 in diesem Kontext spielt, ist
unklar. Aufgrund seiner schwierigen Handhabbarkeit existieren bislang keine Daten zur
ROS-Sensitivitat von Nay1.9. Mit Hilfe der dKO-DRG-Neurone als Expressionssystem
wurden nun erstmals die Auswirkungen von ROS auf Nav1.9 untersucht. Als schaltbare
ROS-Quelle wurde der Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow (LY) genutzt, der tber die
Patchpipette in die zu untersuchenden Neurone eingebracht und anschliefend durch
Bestrahlung mit Licht niedriger Wellenldnge zur Produktion von Superoxid angeregt wurde
(Higure et al., 2003; Kassmann et al., 2008; Takeuchi & Yoshii, 2008). Die Auswirkungen
der erzeugten Radikale auf die Funktionsweise der Kandle wurde anschlief3end in Voltage-

Clamp-Experimenten untersucht.

3.4.1 TTX-resistente Nay-Kandale zeigen eine hthere ROS-Sensitvitat als TTX-
sensitive Nav-Kanéle
Zunachst wurden die Auswirkungen von ROS auf die endogene Population
DRG-spezifischer Nay-Kanéle untersucht. Um zwischen endogenen TTXs und TTXr-
Kandlen zu unterscheiden, kamen DRG-Neurone aus dKO- bzw. Wildtyp-Méausen zum
Einsatz. Die dKO-DRG-Neurone wurden verwendet, da sie ausschlieBlich TTXs Nav-
Kanéle exprimieren. Im Gegensatz dazu ermdglichten die Wildtyp-DRG-Neurone die
gezielte Analyse von TTXr Nay-vermittelten Na*-Stromen, die auf die Aktivitat endogener
Nav1.8- und Nay1.9-Kanéle zurtickzufthren sind (Tate et al., 1998). Die Neurone wurden
Uber die Patchpipette mit LY beladen. Da LY bei fehlender Lichtanregung inert ist, wurden
Kontrollexperimente ohne Bestrahlung durchgefihrt. Die Generierung von Superoxid wurde
durch das Bestrahlen mit blauem Licht (452-487 nm) gestartet (Takeuchi & Yoshii, 2008)
und die Kanalaktivitat parallel dazu aufgezeichnet. Wie in Abb. 30 dargestellt ist, fuhrte die

66



Erzeugung LY-vermittelter ROS sowohl bei TTXs als auch bei TTXr Nay-Subtypen zu
funktionellen Veranderungen, die sich primar in einer Verlangsamung der
Inaktivierungskinetik der Kanale manifestierten. Der Inaktivierungsindex Rin, der den Anteil
nicht inaktivierender Nav-Kanéle widerspiegelt, wurde vor und nach 10-mindtiger ROS-
Exposition bestimmt und daraus der ROS-abhéngige Inaktivierungsverlust der Kanéle
(ARin) ermittelt.

A TTXs Nay B TTXr Nay C

(Scn10a” Sent1a”) (Wildtyp)

TTXr Nay — (5)

— TTXs Nay } (13)
— Y00 n
3 A
0 5 10 15 20 25 30 35 40

10ms 10ms ARy (%)

Abbildung 30: DRG-spezifische TTXr Nav-Kanéle weisen eine hohere ROS-Sensitivitat auf als TTXs
Nav-Kanéle. (A) Représentative Stromspuren endogener TTXs Nay-Strdme, gemessen in einem
Scnl0a’/Scnlla’-DRG-Neuron, vor (schwarz) und nach (rot) 10-minitiger ROS-Exposition. Als ROS-
Quelle dienten 100 pM LY in der Patchpipette, das durch Bestrahlung mit blauem Licht (452-487 nm) dazu
angeregt wurde, Superoxid freizusetzen. (B) Experiment wie in A, mit einem Wildtyp-DRG-Neuron in
Gegenwart von 1 pM TTX. (C) ROS-abhéngiger Verlust der schnellen Kanalinaktivierung AR, in Prozent,
basierend auf Daten wie in A und B gezeigt. Die Datenbalken in C sind Mittelwerte + s.e.m. Die Anzahlen
analysierter Neurone sind in Klammern angegeben. Die Signifikanz zwischen den Datengruppen wurde mit
einem zweiseitigen Student’s t-Test getestet: **p < 0.01.

Beim Vergleich der TTXs und TTXr Nav-vermittelten Na*-Stréme wurde beobachtet, dass
infolge einer 10-minutigen ROS-Exposition, TTXr Kanédle einen stérkeren
Inaktivierungsverlust erleiden als TTXs Kanéle. Der Verlust der Kanalinaktivierung,
ausgedriickt durch ARin, betrug fir TTXr Kandle 26.2 £ 3.8 % und fir TTXs Kanéle
5.6 +0.9 % (p <0.01). Dieses Ergebnis ist im Einklang mit friheren Untersuchungen, in
denen gezeigt wurde, dass Nav1.8, der den GroRteil der TTXr Nay-Kanédle in DRG-
Neuronen ausmacht, besonders sensitiv fur eine Modulation durch ROS ist (Schink et al.,
2016). Ob und in welchem Ausmal? auch Nay1.9 durch ROS moduliert wird, lasst sich aus
den Daten nicht ableiten, da der Nay1.9-Anteil am TTXr-Strom in den Neuronen einerseits

variabel ist und andererseits nicht prazise ermittelt werden kann.
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3.4.2 Intrazellulare ROS beeintrachtigen die Inaktivierungseigenschaften von
Nav1.9-Kanélen
Nachdem die unterschiedlichen ROS-Sensitivitdten von TTXs und TTXr Nay-Kanélen in
DRG-Neuronen grundsétzlich bestatigt werden konnten, wurden nun die Auswirkungen von
ROS auf die Schalteigenschaften von TTXs Nay-Kanélen sowie Nay1.8 und Nay1.9 im
Detail untersucht. Dazu wurden Experimente sowohl mit nicht transfizierten als auch mit
Nav1.8- bzw. Nav1.9-transfizierten dKO-DRG-Neuronen durchgefihrt. Zusétzlich wurden
die Schalteigenschaften der Kandle vor (to) und nach (tsoo) 10-minutiger ROS-Exposition
analysiert. Um zwischen ROS-abhangigen und -unabhéngigen Effekten unterscheiden zu
konnen, wurde zudem ein identischer Datensatz in Abwesenheit von ROS erhoben. Bei
diesen Kontrollmessungen wurde die 10-minutige ROS-Exposition durch eine Dunkelphase

ersetzt, in der keine ROS generiert wurden.

Im Hinblick auf die TTXs Nay-Kandle bewirkte die ROS-Exposition einen Verlust der
schnellen Kanalinaktivierung (ARin) um 5.6 £ 0.9 %, begleitet von einer Peakstromreduktion
von ~30 %. Beides wurde in den Kontrollexperimenten (ohne ROS) nicht beobachtet. Die
halbmaximale Aktivierungsspannung lag zum Zeitpunkt to bei -39.2 £ 1.1 mV und sank nach
ROS-Exposition (teno) auf -47.5 + 1.2 mV (p < 0.001). Eine vergleichbare Verschiebung der
halbmaximalen Aktivierungsspannung konnte unter Kontrollbedingungen in Abwesenheit
von ROS beobachtet werden (to: -37.7 £ 2.4 mV, teoo: -48.5 £ 3.0 mV, p <0.001), was darauf
hindeutet, dass der Effekt rein zeitabhangig und damit unabhdngig von ROS war. Die
Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung (km) blieb unter Kontrollbedingungen
unveréndert (to: 7.3 £ 0.8 mV, teoo: 7.2 £ 0.9 mV, p > 0.05), erhohte sich jedoch leicht nach
ROS-Exposition (to: 6.9 + 0.4 mV, teoo: 8.8 £ 0.5 mV, p <0.01). Wéhrend die halbmaximale
Inaktivierungsspannung (Vh) unter Kontrollbedingungen zu niedrigeren Potentialen
verschoben wurde (to: -75.8 £ 2.2 mV, teoo: -85.8 = 2.4 mV, p < 0.001), bewirkte die ROS-
Applikation eine Verschiebung von Vy zu hoheren Potentialen (to: -77.6 £ 1.6 mV,
teoo: -75.3 £ 1.7 mV, p > 0.05) und fiihrte damit zu einer gesteigerten Kanalverfiigbarkeit.
Nach 10-minutiger ROS-Exposition war die Spannungsabhangigkeit der Kanalinaktivierung
(kn) zudem erhoht (to: 7.2 £ 0.4 mV, teoo: 11.4 £ 0.3 mV, p < 0.001). In der Summe zeigte
sich fir TTXs Nav-Kanéle, dass LY-abhdngige ROS den Kanalstrom reduzieren, die
Kanalinaktivierung beeintrachtigen und die Spannungsabhédngigkeit der Aktivierung

geringfligig erhohen.
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Abbildung 31: Navl.9 besitzt eine ahnlich hohe ROS-Sensitivitat wie Nav1.8. (A) Représentative
Stromspuren von TTXs Nay-Stromen, gemessen in einem dKO-DRG-Neuron, vor (tp) und nach 10-minatiger
ROS-Expositon (tsoo). (B) Entwicklung des Inaktivierungsindex Rin (%) wdhrend einer 10-mindtigen
Aufzeichnung ohne (Kontr.) und mit (ROS) Applikation LY -vermittelter ROS. (C) Normierte, gemittelte
Peakstromamplituden aus Experimenten wie in A gezeigt, als Funktion der Testpulsspannung. Die Messungen
erfolgten vor (o) und nach (tspo) 10-minitiger ROS-Exposition (gelb) bzw. analog dazu ohne ROS-Exposition
unter Kontrollbedingungen (Kontr, grau). (D) Spannungsabhéngigkeit der Gleichgewichtsinaktivierung.
Analog zu C erfolgten die Messungen vor (to) und nach (tspo) 10-minitiger ROS-Exposition (gelb) bzw. in
Abwesenheit von ROS (Kontr, grau). (E-H) ldentische Experimente wie in A-D wurden mit transfizierten
dKO-DRG-Neuronen durchgefiihrt, die entweder rNay1.8 (E-H) oder hNay1.9 (I-L) exprimierten. Um
endogene TTXs Nay-Strdme in den dKO-DRG-Neuronen zu inhibieren, wurde der Badlosung 1 pM TTX
zugesetzt (M) AR;, endogener TTXs Nay-Kanéle, sowie heterolog exprimierter rNay1.8- und hNay1.9-Kanéle,
basierend auf Experimenten wie in B, F und J gezeigt. (N) Normierte Peakstromantworten wéhrend ROS-
Applikation (ROS) sowie unter Kontrollbedingungen (Kontr.). Die Aufnahmen in E-L erfolgten in der
Gegenwart von 1 uM TTX in der Badlésung. Die Datenpunkte in B-D, F-H und J-N sind Mittelwerte + s.e.m.
Die Anzahlen der analysierten Neurone sind in Klammern angegeben. Signifikanzindikatoren: ***p < 0.001,
**n < 0.01, *p < 0.05.
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Nav1.8-Kandle zeigten qualitativ &hnliche Veranderungen bei ROS-Exposition, wobei die
Auswirkungen auf die Kanalinaktivierung deutlich starker ausgepragt waren. Wéhrend die
Reduktion des Peakstroms mit ~30 % ahnlich hoch wie bei den TTXs Nav-Kanélen war, fiel
der Inaktivierungsverlust ARi» mit 32.9 + 3.3 % um ein Vielfaches hoher aus (p < 0.001).
Auf die Aktivierungsparameter hatte die ROS-Exposition nur geringe Auswirkungen. Die
halbmaximale Aktivierungsspannung (Vm) war nach ROS-Exposition zu niedrigeren
Potentialen verschoben (to: -27.5 2.2 mV, teoo: -35.1 £ 2.8 mV, p <0.001), was jedoch auch
unter Kontrollbedingungen (ohne ROS) beobachtet werden konnte (to: -26.0 + 2.7 mV,
te00:-37.4 £ 2.2 mV, p < 0.001). Wie bei den TTXs Nav-Kanalen deutet diese Beobachtung
darauf hin, dass der Effekt zeitabhangig ist und nicht mit der ROS-Exposition im
Zusammenhang steht. Die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung &nderte sich unter
Kontrollbedingungen nicht (to: 7.0 £ 0.6 mV, teoo: 7.6 = 0.4 mV), war jedoch nach ROS-
Exposition erhéht (to: 7.1 £ 0.6 mV, teoo: 13.5 £ 1.2 mV, p < 0.001). Ausgepréagtere
Veranderungen waren bei der Kanalinaktivierung zu beobachten. Nach 10-min(tiger ROS-
Exposition zeigte sich eine Verschiebung der halbmaximalen Inaktivierungsspannung (Vh)
um ca. 8 mV zu hoheren Potentialen (to: -39.1 £ 3.1 mV, teoo: -31.4 £ 2.4 mV, p > 0.05) und
damit eine gesteigerte Kanalverfugbarkeit. Im Vergleich dazu war Vh unter
Kontrollbedingungen zu niedrigeren Potentialen verschoben (to: -36.9 + 2.7 mV,
teoo: -46.8£2.0 mV, p < 0.001). Wahrend die Spannungsabhangigkeit der
Kanalinaktivierung unter Kontrollbedingungen nur leicht erhéht war (to: 6.3 £ 0.4 mV,
teoo: -7.0 £ 0.4 mV, p < 0.05), stieg sie bei ROS-Exposition deutlich starker an
(to: 7.1 £ 0.6 mV, teoo: 13.5 £ 1.2 mV, p<0.001). Insgesamt wurden bei Nav1.8 sehr
ahnliche Effekte wie bei den TTXs Nayv-Kanélen beobachtet. Allerdings waren die
Auswirkungen von ROS auf die Inaktivierungseigenschaften von Nayv1.8 deutlich stéarker.
Basierend auf den Daten ARj, fallt der ROS-induzierte Inaktivierungsverlust fur Nay1.8 um
den Faktor ~6 stérker aus als fir die TTXs Nayv-Kanéle. Die Ergebnisse stehen damit im
Einklang mit vorangegangenen Untersuchungen, die zeigen, dass Nay1.8 im Vergleich zu
TTXs-Nav-Kandlen sensitiver gegentiber ROS ist (Schink et al., 2016; Schliiter & Leffler,
2016).

Auch bei Nav1.9 wurden deutliche funktionelle Verédnderungen nach ROS-Exposition
beobachtet. Mit 26.4 + 4.3 % lag der Verlust der Inaktivierung in einer dhnlichen
GroRenordnung wie der beobachtete Inaktivierungsverlust bei Nayv1.8. Zusatzlich war fir

Nav1.9 ein starker Peakstromverlust von ~50 % zu erkennen (Abb. 31N, rechts). Ein etwas
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schwécher ausgepragter Verlust des Peakstroms zeigte sich unter Kontrollbedingungen.
Dieser sog. Rundown des Stroms ist ein bekanntes Phanomen bei Nay1.9 und reduziert die
Erfolgsquote derart zeitintensiver Messreihen (Coste et al., 2004; Marler et al., 2018). Um
dem Problem zu begegnen, wurde auf die Messung der Gleichgewichtsinaktivierung zum
Zeitpunkt to (vor ROS-Exposition) verzichtet und die Werte aus vorangegangenen
Experimenten zum Vergleich herangezogen (Abb. 31L, gestrichelte Kurve). Qualitativ
ahnlich zu Nav1.8 und TTXs Nayv-Kandlen wurde fir Nayv1.9 ein ROS-unabh&ngiger
Linksshift der Kanalaktivierung beobachtet (to: -51.6 £ 2.7 mV, teoo: -65.4 = 3.2 mV,
p <0.01), der sich auch unter Kontrollbedingungen zeigte (to: -44.9 £ 2.6 mV,
teoo: -61.5 £ 3.4 mV, p < 0.01). Wahrend die Spannungsabhé&ngigkeit der Kanalaktivierung
unter Kontrollbedingungen nicht verandert wurde (to: 6.6 £ 0.5 mV, teoo: 7.5 = 1.1 mV,
p > 0.05), war diese nach 10-mindtiger ROS-Exposition leicht erhoht (to: 6.2 £ 0.8 mV, teoo:
85+x0.7mV, p < 0.05). Die ROS-Exposition hatte ahnliche Auswirkungen auf die
Inaktivierungseigenschaften von Nav1.9, wie fir Nayv1.8. Wahrend die halbmaximale
Inaktivierungsspannung Vh unter Kontrollbedingungen zu niedrigeren Potentialen
verschoben wurde (to: -63.2 £ 2.8 mV, teco: -70.1 + 3.9 mV), war Vy nach ROS-Exposition
(teoo) um 11.5 mV zu hoheren Potentialen verschoben (to: -63.2 = 2.8 mV,
teoo: -51.7 £ 2.1 mV).

In der Summe zeigen die Daten, dass LY-abhdngige ROS mehrere Funktionsparameter
Nozizeptor-spezifischer Nay-Kandle beeinflussen. Zum einen bewirken ROS eine
Peakstromreduktion, die als teilweiser Funktionsverlust der Kandle gewertet werden kann.
Zum anderen verstairken ROS aber auch die Aktivitat der Kanéle, indem sie die
Kanalinaktivierung verlangsamen und die Kanalverfligbarkeit steigern. Die Daten bestatigen
die im Vergleich zu den TTXs Nay-Kandlen deutlich erhohte ROS-Sensitivitat von Nay1.8
und zeigen weiterhin, dass Nav1.9 eine vergleichbar hohe ROS-Sensitivitdt wie Nay1.8

aufweist.
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4 Diskussion

Die elektrische Erregbarkeit sensorischer Neurone wird maRgeblich durch
spannungsgesteuerte Na*-selektive lonenkanale moduliert, denn sie initiieren APs und sind
an deren gerichteten Weiterleitung beteiligt. Nav1.9 spielt eine zentrale Rolle in
nozizeptiven DRG-Neuronen und in enterischen Neuronen. Funktionsveranderungen von
Nav1.9 gehen beim Menschen mit einem breiten Spektrum an Schmerzerkrankungen einher,
das von CIP bis hin zu schweren Schmerzattacken reicht und haufig von gastrointestinalen
Beschwerden begleitet wird. Limitiert wird die funktionelle Untersuchung von Nay1.9 durch
seine schwierige Expression in heterologen Systemen. In der vorliegenden Arbeit wurde der
Nav1.9-Kanal hinsichtlich seiner Expressionsproblematik, seinen charakteristischen
Schalteigenschaften,  krankheitsrelevanten  Funktionsverdnderungen  sowie  seiner
Modulation durch ROS, untersucht. Diese Aspekte werden nachfolgend diskutiert und in

Bezug zur relevanten Literatur gesetzt.

4.1 dKO-DRG-Neurone sind ein effizientes Expressionssystem zur

Untersuchung von Nav1.9-Kanélen
Die Expression von Nay1.9-Kanélen in nichtneuronalen Zellen, z.B. in HEK-293-Zellen,
wie man sie sonst fur andere Nav-Subtypen erfolgreich verwendet, ist kaum oder nur schwer
maoglich (Goral et al., 2015; Lin et al., 2016). Auch die Expression in immortalisierten
neuronalen Zellen, wie ND7-23-Zellen, gestaltet sich schwierig, da die Stromamplituden
sehr klein und die Erfolgsquoten der Experimente gering sind (Vanoye et al., 2013).
Versuche, die Expression von Nay1.9 in diesen Zelllinien zu steigern, bestehen in
Manipulationen des C-Terminus, z.B. durch die Fusion mit GFP (X. Zhou et al., 2017) oder
in der Verwendung von chiméren Nay1.9-Kanélen, die den C-Terminus von Navl.4
enthalten (Goral et al., 2015). Zwar lasst sich Nayv1.9 mithilfe dieser Manipulationen besser
exprimieren, jedoch stellen die verwendeten Zelllinien nicht die physiologische Umgebung
von Nayvl.9 dar und die modifizierten Kanalkonstrukte weichen hinsichtlich ihrer
Funktionseigenschaften zum Teil deutlich von nativen Wildtypkandlen ab. Nay1.9 wird
nativ in sensorischen Neuronen (z.B. DRGSs) zusammen mit dem TTXr Kanal Nayv1.8 und
mehreren TTXs Nay-Kandlen exprimiert (Tate et al.,, 1998). Da DRG-Neurone den
physiologisch relevanten Hintergrund der Kandle darstellen, bieten diese Neurone ein besser

geeignetes System zur Untersuchung der Auswirkungen von Fehlfunktionen von Nay1.9.
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Bei der Uberexpression von Nay1.9 in Wildtyp-DRG-Neuronen besteht allerdings die
Problematik, dass die Stromantworten von endogenen TTXr-Kanélen mit der Stromantwort
der Uberexprimierten Kandle Uberlappen. Die Unterscheidung zwischen endogenen und
uberexprimierten Nayv1.9-Kanélen ist kaum moglich. Es wurden bereits DRG-Neurone aus
Nav1.9-KO-Madusen eingesetzt, und darin Nay1.9-Kanale uberexprimiert (King etal., 2017).
In diesen Zellen sind funktionelle Untersuchungen tberexprimierter Nay1.9-Kanale jedoch
nur in einem Kkleinen Spannungsfenster mdoglich, da endogene Nay1.8-Strome die
Stromantworten ab ca. -50 mV und dartber Gberlagern. Unter Ausnutzung der
Fluoridabhéngigkeit der Nay1.9-Kanéle l&sst sich das nutzbare Spannungsfenster jedoch
geringfugig vergroRern. Durch das Verwenden von Fluorid in der Patchpipette verschiebt
sich die Aktivierung von Nav1.9 zu niedrigeren Potentialen, jedoch nicht die Aktivierung
von Nayl1.8 (Coste et al., 2004). Dies ermoglicht Nayv1.9-spezifische Analysen in einem
breiteren Spannungsfenster, allerdings nicht im gesamten physiologisch relevanten
Spannungsbereich. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, zundchst den Gesamtstrom der
TTXr-Nav-Kanéle zu messen. Anschlielend werden durch Anhebung des Haltepotentials
wahrend der Messungen Nayv1.9-Kandle inaktiviert und selektiv die endogenen Nayv1.8-
vermittelten Strome gemessen (Huang et al., 2019). Durch Anschliel3ende Subtraktion der
Navl1.8-vermittelten Strome vom Gesamtstrom kann die Nayl1.9-spezifische
Stromkomponente ermittelt werden (Huang et al., 2019). Als alternatives Expressionssystem
wurden auch Neurone aus den Zervikalganglien verwendet, da diese keine endogenen TTXr
Kanéle exprimieren (Han et al., 2015). Jedoch ist die Zellausbeute bei einer Praparaton sehr
gering und es sind viele Versuchstiere fir die Untersuchungen erforderlich. AulRerdem

stellen die Zervikalganglien nicht den physiologischen Hintergrund von Nay1.9 dar.

Um diese Limitationen zu umgehen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Mausmodell mit
einem Knockout der Gene ScnlOa und Scnlla, kodierend fur Nav1.8 bzw. Navl.9,
eingesetzt und ausfuhrlich charakterisiert (Alves-Simdes et al., 2024). Die Daten zeigen,
dass die endogenen Nay-Strome in den dKO-DRG-Neuronen vollstdndig unter Verwendung
von 1 uM TTX in der Badlosung inhibiert werden konnen. DRG-Neurone aus diesen
Mausen konnen mit Nayv1.8 bzw. Nayv1.9-kodierender DNA transfiziert und in Gegenwart
von TTX selektiv Stromantworten des transfizierten Kanals ohne interferierende endogene
Strome gemessen werden. DKO-DRG-Neurone I6sen somit die Expressionsproblematik
humaner Nay1.9-Kandle und ermdglichen zeiteffiziente systematische Analysen dieser

Kandle. Dariiber hinaus erleichtern sie die Struktur-Funktionsanalyse pathogener
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Kanalvarianten und bieten damit ein nutzliches Werkzeug zur Untersuchung von
Erkrankungen, insbesondere im Zusammenhang mit Fehlfunktionen von Nay1.8 und
Nav1.9.

4.2 Der mediale C-Terminus beeinflusst die Inaktivierungseigenschaften

von Navl1.9-Kanalen
Die schnelle Inaktivierung von Nay-Kanélen ist physiologisch von grolRer Bedeutung, denn
sie begrenzt den Na*-Einstrom und sichert die gerichtete AP-Ausbreitung entlang der
Plasmamembran elektrisch erregbarer Zellen. Nay1.9 stellt eine Besonderheit dar, denn er
inaktiviert deutlich langsamer als andere Nav-Subtypen. Es ist bekannt, dass der IFM-Linker
mafgeblich an der schnellen Inaktivierung der Nav-Kandle beteiligt ist (Kellenberger et al.,
1996, 1997; West et al., 1992). Diese Struktur ist in allen Nay-Kanélen, inklusive Nay1.9,
hoch  konserviert, was nahelegt, dass noch  weitere  Strukturen  die
Inaktivierungseigenschaften von Nav1.9 beeinflussen. Untersuchungen an den Nay-Kanélen
Nav1.2, Navl.4, Nav1.5, Nayv1.6 und Nav1.8 zeigten bereits, dass der C-Terminus am
Inaktivierungsvorgang der Kanéle beteiligt ist (Choi et al., 2004; Goral et al., 2015; A. Lee
& Goldin, 2008; Mantegazza et al., 2001). Dies wurde auch fuir Nay1.9 nachgewiesen (Goral
etal., 2015). In der Studie von Goral et al. wurde der C-Terminus des schnell inaktivierenden
Navl1.4-Kanals in den langsam inaktivierenden Nayv1.9-Kanal eingebaut, was zu einer
beschleunigten Kanalinaktivierung und Verschiebung der Spannungsabhdngigkeit der
Kanalinaktivierung zu niedrigeren Potentialen fiihrte (Goral et al., 2015). Ebenso forderte
das Einsetzen des C-Terminus von Nav1.4 in Nay1.9 die funktionelle Kanalexpression in
nichtneuronalen Zellen, wie HEK-293-Zellen und Xenopus Oozyten (Goral et al., 2015), was
nahelegt, dass der C-Terminus auch das Trafficking der Kanéle in die Membran mitreguliert.
Qualitativ entgegengesetzte Verdnderungen wurden in der Reversechimére beobachtet, bei
der der C-Terminus von Nayv1.9 in Nay1.4 eingesetzt wurde. Die Ergebnisse zeigten eine
Verlangsamung der Inaktivierung und einen Shift der Spannungsabhangigkeit der
Inaktivierung zu hoéheren Potentialen, sowie eine geringere funktionelle Kanalexpression
(Goral et al., 2015). In der vorliegenden Arbeit wurden systematisch C-Terminus-Chiméren
aus Nav1.9 und Navl.4 erzeugt und diese hinsichtlich ihrer Aktivierungs- und
Inaktivierungseigenschaften untersucht, mit dem Ziel das inaktivierungsrelevante Epitop

weiter einzugrenzen. Mithilfe dieser Strategie konnte das inaktivierungsrelevante Epitop auf
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100 AS im medialen C-Terminus eingegrenzt werden. Wahrend der laufenden Arbeiten
erschien eine Studie mit dem Ziel, das Expression-limitierende Epitop im C-Terminus von
Nav1.9 zu identifizieren (Sizova et al., 2020). Es wurde ein dhnlicher experimenteller Ansatz
verfolgt und C-Terminus-Chimaren aus Nav1.9 und Nav1.7 hergestellt, die hinsichtlich
funktioneller Expression und Membranlokalisation untersucht wurden. Dabei wurde ein 49
AS-Motiv im C-Terminus von Nav1.9 identifiziert, das die Kanalexpression in HEK-293-
Zellen limitiert und mit dem in der vorliegenden Arbeit identifizierten 100 AS umfassenden
Epitop tberlappt bzw. darin enthalten ist. Die Ergebnisse von Sizova et al. zeigten auch, dass
das 49 AS-Motiv die Inaktivierungseigenschaften der Kandle beeinflusst. Abgeschlossen
wird die Diskussion mit einem Verweis auf eine modellierte 3D-Struktur des Kanals, die
eine einfache zytosolische Zugénglichkeit der Sequenz flr Protein-Protein-Interaktionen
nahelegt. Details Gber mdgliche Interaktionen innerhalb der Kanalstruktur und damit
verbundene Ursachen fur die verdnderten Inaktivierungseigenschaften der Kandle konnten
nicht abgeleitet werden. Im Folgenden soll ein moglicher Erklarungsversuch fur die
langsamen Inaktivierungseigenschaften der Nay1.9-Kanale auf struktureller Ebene gegeben

werden:
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Abbildung 32: Inaktivierungsrelevante Strukturen im C-Terminus von Nav1.9. Links: Strukturmodell
von Nav1.9 (AlphaFold, UniProt: Q9UI33) mit dem die Inaktivierung beeinflussenden Bereich im Kanal-C-
Terminus (diese Arbeit). Rechts: Trafficking-relevanter Bereich (Sizova et al., 2020). Zuséatzlich ist der
DII/DIV-Linker hervorgehoben (cyan). Die relevanten AS-Reste wurden mit UCSF Chimera 1.14 (Pettersen
et al., 2004) farblich abgesetzt.

In der Struktur von Nav1.9 ist zu erkennen, dass der identifizierte, 100 AS-umfassende
inaktivierungsrelevante Abschnitt im medialen C-Terminus (Abb. 32, links, rote
Markierung) zwei a-helikale Strukturen umfasst, die sich in der Nahe des DI11/DIV-Linkers

befinden. Dieser Linker beinhaltet das fur die schnelle Inaktivierung wichtige IFM-Motiv.
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Die exponierte Lage des Motivs lasst eine Interaktion des medialen C-Terminus mit dem
DII/DIV-Linker vermuten, was eine mogliche Erklarung fir die veranderten
Inaktivierungseigenschaften der Kanalchimaren darstellen kdnnte. Diese Vermutung wird
durch ein atomares Modell basierend auf Cryo-Elektronmikroskopischen Daten von NayPaS
gestitzt, welches auf umfangreiche Interaktionen des C-Terminus mit dem DIII/DIV-Linker
hindeutet (Shen et al., 2017). Weiterhin zeigten Untersuchungen an Nay1.5, dass der C-
Terminus mit dem Inaktivierungsgate intramolekular interagiert und damit eine
Wiederer6ffnung der Kanalpore bei wiederholter Depolarisation minimiert wird (Kass,
2006). Storungen dieser Interaktion filhren zu anhaltendem Na*-Einstrom und einer
Verlangerung von  Aktionspotentialen  (Kass, 2006). Zusétzlich koénnen die
Inaktivierungseigenschaften der Kandle durch eine Vielzahl von Protein-Protein-
Interaktionen beeinflusst werden, wie es z.B. bei der Interaktion von Contactin, sowie dem
Fibroblasten-Wachstumsfaktor FHF1B mit dem C-Terminus von Nav1.9 beschrieben wurde
(Liu, Dib-Hajj, Black, et al., 2001; Liu, Dib-Hajj, & Waxman, 2001). In diesem
Zusammenhang ist auch interessant, dass die Fusion von GFP an den C-Terminus von

Nav1.9 die Expression des Kanals in heterologen Systemen erhdht (X. Zhou et al., 2017).

Die dargelegten Zusammenhénge zeigen, dass die charakteristisch langsame Inaktivierung
der Nay1.9-Kanéle nicht auf ein einzelnes Epitop, wie dem IFM-Motiv im DIII/DIV-Linker,
begrenzt werden kann und dass auch zytosolische Faktoren das Schaltverhalten der Kanéle
beeinflussen. Jedoch wird deutlich, dass der mediale C-Terminus einen entscheidenden
Beitrag zur Kanalinaktivierung leistet. Aus der Kombination der Daten von Sizova et al. und
den Daten der vorliegenden Arbeit ergibt sich die Schlussfolgerung, dass der identifizierte
100-AS-Abschnitt im C-Terminus von Nayv1.9 malRgeblich an der Expression beteiligt und

gleichzeitig fur die Inaktivierungseigenschaften der Kanéle wichtig ist.

4.3 Der N-Terminus beeinflusst die Aktivierung und Deaktivierung von

Nav1.9-Kanélen
Neben dem C-Terminus wurde auch der N-Terminus mit dem Schaltverhalten von Nay-
Kandlen in Verbindung gebracht (A. Lee & Goldin, 2008). Inwieweit der N-Terminus eine
Rolle fir das Schaltverhalten von Nav1.9 spielt, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht. Der Einbau des N-Terminus von Nav1.4 in Nayv1.9 bewirkte eine beschleunigte

Aktivierung und Deaktivierung der Kanéle, wéhrend die anderen Schaltparameter
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unveréndert blieben. Es wird deutlich, dass der Einfluss des N-Terminus auf das
Kanalschaltverhalten komplexer zu sein scheint als der des C-Terminus. Denn eine &hnliche
Untersuchung, in der der N-Terminus von Nayv1.2 in Nav1.6 eingesetzt wurde, flhrte zu
einem signifikanten Shift der Spannungsabhéngigkeit von Aktivierung und Inaktivierung
(A. Lee & Goldin, 2008). Interessanterweise zeigte die Reversechimére (N-Terminus von
Nav1.6 in Navl1.2), nur einen sehr geringen Shift der Spannungsabhé&ngigkeit der
Inaktivierung, aber einen ausgeprdgten Shift in der Spannungsabhdngigkeit der
Kanalaktivierung (A. Lee & Goldin, 2008). Die unterschiedlichen Auswirkungen der N-
Termini auf das Schaltverhalten der Kandle deuten in threr Summe auf Subtyp-spezifische
Funktionen des N-Terminus hin, was auch bereits die schwache Konservierung der N-

Terminalen Nav-Sequenzen vermuten l4sst.

4.4 Navl.9-Varianten sind mit komplexen Krankheitsbildern korreliert
Mutationen im Nayv1.9 kodierenden Gen SCN11A konnen zu Fehlfunktionen des
Kanalproteins fuhren und mit schweren Erkrankungen wie CIP, episodischen Schmerzen
und Darmfunktionsstérungen in Verbindung stehen. Wie die funktionellen Veranderungen
in Nav1.9 im Einzelnen die komplexen Krankheitsbilder verursachen bzw. beglinstigen, ist
Gegenstand aktueller Forschung. In der vorliegenden Arbeit wurden vier potenziell
krankheits-assoziierte Nay1.9-Varianten funktionell untersucht. Die Ergebnisse der
funktionellen Untersuchungen werden im Folgenden fir jede Kanalvariante im

Zusammenhang mit dem klinischen Bild diskutiert.
Nay1.9-C1355F:

Bei zwei Geschwistern ohne Schmerzwahrnehmung wurde durch Sequenzierung einer nicht
néher spezifizierten Gruppe von Genen eine Mutation in SCN11A identifiziert, die zu der
Kanalvariante Nay1.9-C1355F fiihrt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals
eine funktionelle Analyse der Schalteigenschaften dieser vermeintlich Analgesie-
auslosenden Kanalvariante durchgefihrt. Interessanterweise zeigte die Variante keinerlei
Auffélligkeiten. Die bis heute identifizierten und elektrophysiologisch untersuchten
Analgesie-assoziierten Varianten zeigen hingegen deutliche GOF-Eigenschaften in Form
einer verstarkten Aktivierung und beeintrachtigten Inaktivierung (Huang et al., 2017; King
et al., 2017; Kuehs et al., 2022; Leipold et al., 2013). Nav1.9-C1355F zeigte jedoch keine
Abweichungen hinsichtlich Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften und war vom
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Wildtyp diesbeziglich ununterscheidbar. Deshalb ist es unwahrscheinlich, dass Nay1.9-
C1355F urséchlich fur die Erkrankung ist. Zudem findet sich die Variante Nay1.9-C1355F
in der sudasiatischen Bevolkerung vergleichsweise hdufig (siehe Anhang Tabelle 9). Bislang
wurde die Variante 32-mal unter 25.444 Allelen, also bei 12.722 Personen, identifiziert. Dies
ist haufiger als man fur eine derart seltene Erkrankung erwarten wirde. Aufl3erdem ist der
Vater der beiden Geschwister ebenfalls Tréger der Mutation, jedoch symptomfrei.
Erwahnenswert ist zudem, dass die Geschwister keinerlei gastrointestinale Beschwerden und
auch keine Frakturen aufgrund von unbemerkten Verletzungen aufweisen, wie es bei
Tragern anderer Nayv1.9-abhéngigen Analgesie-assoziierten Varianten bekannt ist (Huang et
al., 2017; King et al., 2017; Leipold et al., 2013; Phatarakijnirund et al., 2016). Die
Symptomatik der Geschwister beinhaltet neben Analgesie auch Hypohidrose. Andere
bekannte Nay1.9-abhangige Analgesie-assoziierte Varianten gehen jedoch mit gegenteiliger
Symptomatik in Form von Hyperhidrose einher (Leipold et al., 2013; Phatarakijnirund et al.,
2016). CIP und Hypohidrose sind hingegen typisch fir HSAN Typ IV, auch bekannt als
Congenital Insensitivity to Pain and Anhidrosis (CIPA) und werden mit Mutationen im
NTRK1-Gen, das den Neurotrophen Tyrosin Kinase Rezeptor Typ 1 kodiert, in Verbindung
gebracht (Wang et al., 2018). Zusammenfassend lassen die Daten der vorliegenden Arbeit
keinen kausalen Zusammenhang zwischen der Erkrankung beider Geschwister und der
Nav1.9-Variante C1355F erkennen und legen somit nahe, dass andere Ursachen, wie z.B.

Mutationen in NTRK1 in Erwégung gezogen werden sollten.
Nay1.9-Y66S:

Bei zwei Patienten mit episodischen Schmerzen wurde mittels Exomsequenzierung eine
Mutation in SCN11A identifiziert, die zu der Kanalvariante Nay1.9-Y66S filhrt. Die
funktionelle Untersuchung zeigte, dass Nayv1.9-Y66S-Kandle sowohl GOF- als auch LOF-
Eigenschaften aufweisen. Sowohl die spannungsabhangige Kanalaktivierung als auch die
spannungsabhéangige Inaktivierung von Nay1.9-Y66S waren gleichermaBen zu signifikant
hoéheren Membranspannungen verschoben. Wahrend die verringerte Kanalaktivierung bei
niedrigen Membranspannungen als LOF-Eigenschaft interpretiert werden kann, erhoht die
Verschiebung der Kanalinaktivierung zu hoheren Spannungen die funktionelle
Kanalverfligbarkeit und stellt somit eine GOF-Eigenschaft dar. Weiterhin war die
Inaktivierungskinetik von Nayv1.9-Y66S im Vergleich zum Wildtyp verlangsamt, was
ebenfalls eine GOF-Eigenschaft darstellt. In der Summe verringert der Austausch Y66S also

die Aktivitat von Nayv1.9 bei niedrigen Membranspannungen, bewirkt aber eine erhohte
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Kanalaktivitat bei hohen Membranspannungen. Geht man davon aus, dass Nay1.9-Y66S die
Krankheitsursache ist, wiirde man proexzitatorische Eigenschaften, also eine Dominanz der
GOF-Eigenschaften vermuten. Die Ergebnisse der Current-Clamp-Experimente zeigen
zwar keine signifikanten Verénderungen, doch in der Tendenz weniger APs bei kleinen
Reizstarken und mehr bei Hoheren, was mit den beobachteten Funktionsverdnderungen der

Variante kompatibel ist.

Es ist aullerdem maoglich, dass weitere Faktoren eine Rolle spielen, die in ihrer Ganze durch
die Experimente nicht abgebildet werden kdnnen. Eine Limitierung der Experimente besteht
darin, dass transfizierte Wildtypneurone aus Mausen und keine Patienten-spezifischen
Neurone untersucht wurden. Derartige Untersuchungen an transfizierten DRG-Neuronen
sind auf wenige Tage nach der Transfektion beschrankt. Kompensatorische Effekte, die
maoglicherweise ebenso eine Rolle spielen, entwickeln sich mitunter erst nach langeren
Zeitrdumen, die mit derartigen Kurzzeitkulturen nicht abgebildet werden konnen. Die
chronische Expression der Variante, wie es im Patienten der Fall ist, konnte
kompensatorische Effekte nach sich ziehen, die ggf. die Erregbarkeit der Neurone
beeinflussen. Es wurde bereits gezeigt, dass sich das Gen-Expressionsmuster von DRG-
Neuronen abhéngig von den eingehenden elektrischen Signalen verdndert (P. R. Lee &
Fields, 2021). Eine verdnderte Expression von Kanal-kodierenden Genen wurde auch fir
Nav1.8-KO-Mause beschrieben, in deren Neuronen TTXs Kanéle, wie Nay1.7, als Folge des
Knockouts von Nav1.8 hochreguliert wurden (Akopian et al., 1999). Denkbar ist also auch,
dass die LOF-Eigenschaften von Nav1.9-Y66S ebenfalls genetische kompensatorische
Mechanismen anstoRen konnten, die das Expressionsmuster und damit auch die Erregbarkeit

der Neurone beeinflussen.

Einen weiteren potentiellen Einflussfaktor stellt die geringe Expression der Mutante dar. Nur
wenige der transfizierten Neurone generierten messbare Stromantworten in den Voltage-
Clamp-Experimenten. Mdglicherweise war dies auch in den Current-Clamp-Experimenten
der Fall, was sich dort jedoch kaum quantifizieren lasst. Ahnliche Beobachtungen wurden
in einer Studie gemacht, in der die N-terminale Kanalvariante S21P im Nay1.6-Kanal mit
Ataxie, Tremor und Letalitat bei juvenilen Mausen in Verbindung gebracht wurde (Sharkey
et al.,, 2009). Dort wurde beobachtet, dass nur eine von 20 Zellen funktionelle
Kanalexpression aufwies bzw. zwei von 14 Zellen, wenn B-Untereinheiten zusétzlich
exprimiert wurden (Sharkey et al., 2009). In weiteren Untersuchungen konnten die Autoren

zeigen, dass vermutlich ein eingeschrankter Transport zur Plasmamembran fir die reduzierte
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funktionelle Expression verantwortlich ist, da die Kandle im Golgi-Komplex zurlickgehalten
werden (Sharkey et al., 2009). Basierend auf den Beobachtungen wére ein ahnlicher
Zusammenhang fir Nav1.9-Y66S denkbar. Somit koénnte eine geringe Expression der
Mutante eine weitere Erklarung fur die Abwesenheit einer signifikant verénderten

Erregbarkeit transfizierter Neurone sein.

Auch denkbar ist, dass die Voltage-Clamp-Daten der Variante Nay1.9-Y66S nur bedingt mit
denen des Wildtyps vergleichbar sind, weil die Fluoridabhangigkeit der Schaltparameter
beriicksichtigt werden muss. Bei Nav1.9-Wildtypkanalen werden sowohl die
Kanalaktivierung als auch die Inaktivierung durch Fluorid zu niedrigen Potentialen
verschoben (Coste et al., 2004). Dies gilt fur Nay1.9, jedoch nicht fiir Nay1.8 (Coste et al.,
2004). Interessanterweise liegt der Shift von Kanalaktivierung und Inaktivierung bei
Nay1.9-Y66S in einer ahnlichen GréRenordnung, wie er auch bei Nay1.9-Wildtypkanalen in
der Abwesenheit von Fluorid beobachtet werden konnte (Coste et al., 2004). Auch wenn die
Daten keine abschliellende Aussage dazu erlauben, wére es denkbar, dass Y66S anders als
der Wildtyp keiner Regulation durch Fluorid unterliegt. Experimente ohne Fluorid wie in
Coste et al. waren nétig, um dies zu prifen. Allerdings sind solche Experimente schwierig,
da Fluorid den Seal, d.h. die mechanische Verbindung zwischen Patchpipette und
Zellmembran, stabilisiert und ohne Fluorid kaum langanhaltende stabile Voltage-Clamp-
Bedingungen zu erreichen sind. Der Mechanismus der Fluoridsensitivitdt von Nay1.9 ist
nicht bekannt, es wird aber eine Wechselwirkung von Fluorid mit dem
Phosphorylierungsstatus des Kanals vermutet (Coste et al., 2004). Dabei ist wichtig zu
erwahnen, dass Fluorid ein Inhibitor vieler Phosphatasen ist (Pinkse et al., 1999). Der
Phosphorylierungsstatus des Kanalproteins ist ein nicht zu vernachlassigender Aspekt. Y66
ist in allen Nay-Kanélen konserviert und in den Kanélen Nayv1.2 und Nayv1.5 fir eine
Interaktion mit der Fyn-Kinase und damit verbundener Phosphorylierung bekannt (Beacham
et al., 2007; Igbal et al., 2018). Wahrend in Gegenwart von Fyn-Kinase bei Nayv1.5-
Wildtypkandlen ein Shift der Inaktivierung zu hoheren Potentialen erfolgt, wird die
Kanalvariante Nav1.5-Y68F (homologe Position zu Y66S in Nay1.9) nicht durch Fyn-
Kinase beeinflusst (Igbal et al., 2018). Allerdings zeigte sich bereits allein durch den
Austausch von Tyrosin (Y) durch Phenylalanin (F) ein Shift der Spannungsabhéngigkeit der
Inaktivierung zu hoheren Potentialen (Igbal et al., 2018). Auch bei Nav1.2 zeigte die
Variante Y66F (identisch zu Y66S in Nay1.9) einen Shift der Spannungsabhéangigkeit der

Inaktivierung zu hoheren Potentialen und eine verlangsamte schnelle Inaktivierung
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(Beacham et al., 2007). Die GroRenordnung war &hnlich, verglichen mit dem beobachteten
Effekt bei Nay1.9-Y66S. Im Zusammenhang mit Nay1.9-Y66S missen allerdings noch
weitere Aspekte berucksichtigt werden. Pradiktive Algorithmen (NetPhos 3.1) sagen
vorraus, dass in Nav1.9 durch den Austausch Y66S eine potenzielle Phosphorylierungsstelle
fur PKA entsteht. PKA ist an Entzlindungsreaktionen beteiligt und reguliert die Funktion
von Nayv-Kandlen (Aley & Levine, 1999; Kakimura et al., 2010; Kerth et al., 2021; R. D.
Smith & Goldin, 1997). Die in den elektrophysiologischen Untersuchungen beobachtete
Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Kanalaktivierung kénnte somit auch durch
Phosphorylierungsereignisse verursacht oder mit beeinflusst worden sein. Weitere
Experimente missen zeigen, ob Y66S tatsachlich PKA-abhéangig phosphoryliert wird und
welche Auswirkungen solch eine PKA-abhédngige Regulation auf die Kanalfunktionen und

die Erregbarkeit der Nozizeptoren hat.
Nav1.9-W684L:

Alle bisher in der Literatur beschriebenen und funktionell untersuchten Schmerz-
assoziierten Nay1.9-Varianten zeigen GOF-Eigenschaften und lassen sich intuitiv mit dem
zugehorigen klinischen Phéanotyp in Verbindung bringen. Die GOF-Eigenschaften dieser
Varianten manifestieren sich in einer verstarkten Kanalaktivierung, einer beeintrachtigten
Kanalinaktivierung oder einer Kombination beider Eigenschaften, die sich proexzitatorisch
auf die Erregbarkeit sensorischer Neurone auswirken. Anders ist es bei der hier untersuchten
Variante Nav1.9-W684L, die bei einem Patienten identifiziert wurde, der unter kalte-
induzierten Schmerzattacken leidet. Die funktionelle Untersuchung von Nay1.9-W684L
offenbarte milde LOF-Eigenschaften, die sich in den Voltage-Clamp-Experimenten in einem
Shift der Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung zu hoheren Potentialen &uf3erten.
Kompatibel dazu zeigten Current-Clamp-Experimente eine verminderte Erregbarkeit von
W684L -exprimierenden Neuronen bei héheren Strominjektionen. Die funktionellen Daten
von Nayv1.9-W684L passen nur zu einem Teil der klinischen Symptomatik des Patienten,
etwa dem eingeschrankten Vibrationsempfinden in den FuRen oder der geringfiigig
reduzierten Signalamplitude im Nervus suralis. Obwohl die hier gezeigten
elektrophysiologischen Daten in sich konsistent sind, stellt sich die Frage, wie LOF-
Eigenschaften von Nav1.9 zu Schmerzen fiihren kdnnen. Intuitiv ist ein Zusammenhang
zwischen der Variante W684L mit erhohter Aktivierungsschwelle einerseits und
Schmerzsymptomatik  andererseits  nicht  herzustellen.  Dennoch  sind  die

Funktionsverédnderungen deutlich und signifikant. Im Folgenden werden dazu deshalb einige
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Erklarungsversuche aufgezeigt. LOF-Varianten wurden bereits bei Nayl.8-Kandlen
beschrieben und mit Schmerzen in Verbindung gebracht (Kaluza et al., 2018; Kist et al.,
2016). In einer dieser Studien wird ein Patient beschrieben, der unter starken chronischen
Schmerzen leidet und mit SFN diagnostiziert wurde (Kaluza et al., 2018). Der Patient ist
Trager der Kanalvariante Nay1.8-D1639N und seine Symptome begannen im
Erwachsenenalter. Damit ahnelt das klinische Bild dem des Trégers der Nay1.9-W684L-
Variante. Die funktionelle Untersuchung der Kanalvariante Nay1.8-D1639N ergab, dass die
biophysikalischen Eigenschaften der Kanale unveréndert blieben, lediglich die Stromdichte
bei Nav1.8-D1639N verglichen mit dem Wildtyp reduziert war (Kaluza et al., 2018).
Weiterhin deuteten immunzytochemische und biochemische Untersuchungen darauf hin,
dass der Transport der Variante D1639N zur Plasmamembran beeintrachtigt war (Kaluza et
al., 2018). Dies stellt ebenfalls einen LOF dar, der ahnlich wie W684L in Nayv1.9 nicht
intuitiv mit dem klinischen Bild ,,Schmerz* vereinbar ist. ES wurde argumentiert, dass durch
die Kanalvariante moglicherweise andere Nay-Subtypen im selben Nozizeptor hochreguliert
werden und dies Auswirkungen auf die Erregbarkeit der Neurone haben kdnnte (Kaluza et
al., 2018). Passend dazu konnte gezeigt werden, dass die TTXs-Stréme in Nay1.8-KO-DRG-
Neuronen als Folge des Knockouts hochreguliert werden (Akopian et al., 1999). Ein
ahnlicher Mechanismus ist auch fur Nav1.9-W684L denkbar. Die durch W684L
hervorgerufenen Funktionsverdnderungen in Navl1.9 kdnnten kompensatorische Effekte
anstolRen, die die Erregbarkeit der Neurone beeinflussen. Allerdings kdnnen derartige
Effekte, wie sie moglicherweise bei dem Patienten auftreten, nicht mit den hier verwendeten
transient transfizierten Kurzzeit-DRG-Kulturen abgebildet werden. Eine weitere bereits
beschriebene Schmerz-assoziierte LOF-Variante ist Nay1.8-M650K. Diese Variante wurde
bei einem Patienten mit Erythromelalgie identifiziert und funktionell charakterisiert (Kist et
al., 2016). Die Untersuchungen zeigten eine Verschiebung der halbmaximalen
Inaktivierungsspannung von ca. -7 mV zu hyperpolarisierten Potentialen, sowie eine
verminderte Erregbarkeit von Neuronen, in denen die Variante Nay1.8-M650K exprimiert
wurde. Diese Eigenschaften entsprechen ebenfalls einem LOF und sind zumindest qualitativ
mit denen der Kanalvariante Nay1.9-W684L vergleichbar. Es wurde zwar spekuliert, dass
Nav1.8-M650K mdglicherweise protektiv wirkt und die Schmerzsymptomatik des Patienten
sogar abmildert (Kist et al., 2016), doch der genaue Zusammenhang zwischen Kanalvariante

und Patientensymptomatik bleibt vorerst ungeklért.
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Nay1.9-L396P:

Bislang sind drei  Analgesie-assoziierte  Nav1.9-Varianten  beschrieben und
elektrophysiologisch untersucht worden (Huang et al., 2017; King et al., 2017, S. 20; Leipold
et al., 2013). Die Trager dieser Varianten leiden neben einem Verlust der
Schmerzwahrnehmung unter einer teils schweren Darmsymptomatik. Eine dieser Analgesie-
assoziierten Varianten ist Nav1.9-L396P, die das distale S6-Segment in DI von Nay1.9
betrifft (King et al., 2017). Nayv1.9-L396P wurde bereits in Nay1.9-KO-DRG-Neuronen
untersucht. Allerdings waren die Untersuchungen aufgrund tUberlappender Stromantworten
endogener Nav1.8-Kanéle auf ein eng begrenztes Spannungsfenster limitiert. Aufgrund
dessen und der allgemein geringen Stromamplituden der transfizierten Kanéle, waren keine
verlasslichen Aussagen in Bezug auf die schnelle Kanalinaktivierung moéglich (King et al.,
2017). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Expression von Nay1.9-L396P erstmals in
murinen Darmneuronen. Dies war von besonderem Interesse, da die Variante mit schwerer
gastrointestinaler Symptomatik assoziiert ist und Darmneurone Nayv1.9 nativ exprimieren
(Rugiero et al., 2003). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lielen neben einer
gesteigerten Kanalaktivierung auch eine zu hoéheren Spannungen verschobene
Spannungsabhéngigkeit der Kanalinaktivierung von Nayv1.9-L396P-Kanélen erkennen. In
der Folge ergibt sich eine erhéhte Basalaktivitat (erhdhter Window-Current) der Kanéle, die
proexzitatorische Eigenschaften dieser Variante vermuten lasst. Zusétzlich war ein nahezu
vollstandiger Verlust der schnellen Inaktivierung sichtbar, der mit einem verstarkten
Einstrom von Na*-lonen im gesamten physiologisch relevanten Spannungsbereich
einhergeht. Die verstarkte Aktivierung und beeintrachtigte Inaktivierung von L396P-
Kanélen deckt sich qualitativ mit den Daten der anderen beiden Analgesie-assoziierten
Varianten L811P und L1302F (Huang et al., 2017; Leipold et al., 2013). Beim Vergleich der
Funktionsverédnderungen Schmerz- und Analgesie-assoziierter Nay1.9-Varianten ist zu
erkennen, dass die GOF-Eigenschaften bei Analgesie-assoziierten Varianten starker
ausgepragt sind als es bei den Schmerz-assoziierten Varianten der Fall ist. Zudem weisen
die Analgesie-assoziierten Varianten eine Kombination aus verstarkter Aktivierung und
beeintrachtigter Inaktivierung auf (Huang et al., 2017; King et al., 2017; Kuehs et al., 2022;
Leipold et al., 2013), wéhrend mit Schmerz assoziierte Nay1.9-Varianten mildere Effekte
zeigen, die entweder in einer verstarkten Aktivierung (Huang et al., 2014), einer
beeintrachtigten Inaktivierung (X. Zhou et al., 2017), oder der Kombination beider Effekte
(Han et al., 2015; Huang et al., 2014; Leipold et al., 2015) bestehen. Mdéglicherweise ist die
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Kombination beider Effekte sowie eine starke Ausprédgung davon ein entscheidendes

Merkmal fir Nayv1.9-abhangige Analgesie.

Wie L396P-Kanéle zu Darmfunktionsstérungen in Form von Obstipation flhren, ist eine
weitere wichtige Frage. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen eine
vergrofRerte Window-Current auf Kanalebene. In der Studie von King et al. 2017 wurde
beobachtet, dass die Variante L396P das RMP transfizierter DRG-Neurone um ca. 5 mV
anhebt, was ebenfalls eine proexzitatorische Eigenschaft darstellt. Eine hdhere Erregbarkeit
in Nav1.9-exprimierenden enterischen Neuronen (IPANSs), konnte in der vermehrten
Freisetzung von Neuropeptiden resultieren, die in der Folge auf weitere Nervenzellen oder
sekretorische Zellen wirken. Weiterhin wiirde die Kommunikation der IPANs mit anderen
Motoneuronen und Interneuronen beeinflusst werden, was Auswirkungen auf den Transport
der Nahrung durch den Darmtrakt haben und damit gastrointestinale Beschwerden
hervorrufen konnte. Untersuchungen deuten interessanterweise darauf hin, dass LOF-
Varianten von Nay1.9 die intestinale Motilitdt bei Mausen erhéhen, wahrend GOF-
Varianten von Nay1.9 die intestinale Motilitat reduzieren (Zhao et al., 2023). Studien mit
Nav1.9-KO-Maéusen zeigten zudem eine erhdhte Darmmotilitat der Tiere im Vergleich zum
Wildtyp (Copel et al., 2013). Knock-in-Mduse hingegen, die die Variante Nay1.9-L799P
(homolog zur humanen Analgesie-assoziierten Variante L811P) trugen, wiesen eine leicht
verminderte intestinale Peristaltik auf (Ebbinghaus et al., 2020). Allerdings war dieser
Unterschied nicht signifikant. Studien mit Knock-in-Mausen, die die GOF-Variante Nay1.9-
R222S trugen, konnten ebenfalls im Vergleich zum Wildtyp eine verminderte intestinale
Motilitat zeigen (Zhao et al., 2022). Denkbar waére, dass eine erhthte Aktivitat der IPANs
durch  Nav1.9-GOF-Varianten die Aktivitdt anderer verknipfter Neurone im
Gastrointestinaltrakt beeinflusst und damit zu einer verminderten intestinalen Funktion
beitragt (Zhao et al., 2023). Dies wére auch eine mogliche Erklarung fir die Obstipation
beim Tréger der Variante Nayv1.9-L396P. Weitere Experimente sind noétig, um die
Auswirkungen pathologischer Nav1.9-Varianten auf enterische Neurone im Detail zu

verstehen.
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4.5 Isolation enterischer Neurone

Die Gewinnung viabler Darmneurone fiir systematische elektrophysiologische
Untersuchungen ist schwierig, da sie in dicken Muskelschichten eingebettet sind und
weitverzweigte Netzwerke (sog. Plexi) bilden. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
Methode entwickelt, die es ermdglicht, Darmneurone aus dem Plexus myentericus von
Mausen (C57BL/6JR]j) zu isolieren, anschlieend mit DNA-Plasmiden zu transfizieren und
mit der Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch zu untersuchen (Kuehs et al., 2022). Die
Methode wurde dazu genutzt, die mit CIP und schwerer gastrointestinaler Symptomatik
assoziierte Kanalvariante Nayv1.9-L396P in Darmneuronen zur Expression zu bringen und
anschlieBend funktionell zu untersuchen, wie es bereits im vorherigen Abschnitt 4.4 erlautert
wurde. Die Methode wurde fir die Isolation enterischer Neurone von Wildtyp-Mausen
(C57BL/6JRj) optimiert, jedoch kann die Technik auch an genetisch modifizierte
Mauslinien oder Darmgewebe anderer Kleintiere angepasst werden, was das
Anwendungsspektrum deutlich erweitert (Kuehs et al., 2022). Je nach Fragestellung ist es
auflerdem maglich, die Isolation von Neuronen auf einen spezifischen Darmabschnitt zu
begrenzen. Ein wesentlicher Unterschied im Vergleich zu anderen Isolationsmethoden (Hao
etal., 2012; T. H. Smith et al., 2013) besteht darin, eine besonders schonende enzymatische
Behandlung des Gewebes mit der gezielten Anreicherung enterischer Neurone zu
kombinieren (Kuehs et al., 2022). Limitierungen der Methode bestehen zum einen in der
Desintegration der urspringlichen neuronalen Netzwerke und zum anderen im Fehlen
neuronaler Subtypen aus den Gewebeschichten der Mukosa und Submukosa (Kuehs et al.,
2022). AuBerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass nicht alle neuronalen Subtypen
aus dem Plexus myentericus in der finalen Zellkultur erhalten bleiben (Kuehs et al., 2022).
Weiterhin ist es mdoglich, dass sich die Neurone aufgrund der Zellkulturbedingungen
hinsichtlich ihres physiologischen Profils Uber die Zeit verdndern, wie es beispielsweise in
Kulturen von DRG-Neuronen beschrieben wurde (Fjell et al., 1999; Leffler et al., 2002).
Perspektivisch bietet die etablierte Isolationsmethode eine solide Grundlage fir
weiterfihrende Untersuchungen physiologischer und pathophysiologischer Zustdnde der

Neurone im ENS, insbesondere im Zusammenhang mit Nay1.9.
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4.6 Navl1.9-Kanéle werden funktionell durch ROS moduliert

ROS stehen mit Schmerzen unterschiedlicher Atiologie in Verbindung (Salvemini et al.,
2011). Dabei spielen erhohte ROS-Level vor allem bei inflammatorischen Prozessen eine
Rolle (Ndengele et al., 2008). Im Tiermodell ist die Rolle von ROS bereits gut belegt, da
antioxidative MalRnahmen dort die Schmerzreaktionen verringern (Hacimuftuoglu et al.,
2006; Janes et al., 2012; Kallenborn-Gerhardt et al., 2013; Khattab, 2006; H. K. Kim et al.,
2004; 1. Lee et al., 2007). Auch bei Schmerzpatienten konnte gezeigt werden, dass
antioxidative Malinahmen, z.B. die Verabreichung von Vitamin C und E oder Coenzym
Q10, die Schmerzreaktionen verringern (Ferndndez-Araque et al., 2022; D. Zhou et al.,
2015). Nay-Kanéle sind ein bekanntes ROS-Target in Nozizeptoren. Vor allem Nay1.8 sticht
hier mit seiner hohen ROS-Sensitivitét hervor (Schink et al., 2016; Schliter & Leffler, 2016).
Neben einer Reduktion des Peakstroms, wurde als Folge der Applikation von ROS eine
Verlangsamung der Kinetik sowie ein Shift der Gleichgewichtsinaktivierung zu héheren
Potentialen beobachtet. Als Folge davon zeigte sich eine Verbreiterung der APs, sowie eine
verminderte Erregbarkeit der Neurone (Schink et al., 2016). Weiterhin waren die Effekte in
Nav1.8-KO-DRG-Neuronen deutlich geringer als in Wildtyp-DRG-Neuronen (Schink et al.,
2016), was die Besonderheit von Nay1.8 als ROS-Target betont. Die ROS-Sensitivitat von
Nav1.9 ist aufgrund der schwierigen Handhabung des Kanals unbekannt. Ebenso ist nicht
bekannt, welche Bedeutung die Oxidation von Nav1.9 durch ROS an der Schmerzentstehung
hat. Experimente deuten darauf hin, dass durch inflammatorische Prozesse freigesetzte ROS
uber verminderte Cholesterol-Level auf Nay1.9-Kandle wirken und dadurch das
Schmerzempfinden beeinflusst wird (Amsalem et al., 2018). Ob Nav1.9-Kanale direkt durch
ROS oxidiert werden war allerdings unbekannt. In der vorliegenden Arbeit wurden Daten
zur ROS-Sensitivitat von DRG-spezifischen TTXs Nav-Kanélen sowie fur die TTXr Kandle
Nav1.8 und Navl1.9 unter identischen experimentellen Bedingungen erhoben. Die
Ergebnisse zeigen, dass sowohl TTXs-Nay-Kandle als auch die TTXr-Kanéle Nay1.8 und
Nav1.9 in Nozizeptoren durch ROS funktionell beeinflusst werden. Dabei ist zu erkennen,
dass die ROS-spezifische Modifikation Subtyp-spezifisch verlauft und TTXs-Kandle im
Vergleich zu den TTXr-Kanalen funktionell weniger stark durch ROS beeinflusst werden.
Damit wurden friihere Studien bestétigt, die zeigen, dass Nayv1.8 sensitiver gegenuber ROS
ist, als die TTXs-Nav-Kanéle (Schink et al., 2016). Es zeigten sich drei ROS-abhangige
Effekte: Eine Reduktion des Peakstroms, eine Erhohung der funktionellen

Kanalverfligbarkeit sowie ein teilweiser Verlust der schnellen Kanalinaktivierung. Vor
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allem der ROS-induzierte Inaktivierungsverlust war bei Nay1.8 deutlich starker ausgepréagt
als bei den TTXs Nav-Kandlen. Bei Nay1.9 war die ROS-abhéngige Verlangsamung der
Kanalinaktivierung auf einem ahnlich hohen Niveau wie bei Nay1.8. Somit ist auch Nayv1.9
deutlich ROS-sensitiver als die TTXs Nay-Kandle. Eine ROS-spezifische Reduktion des
Peakstroms wurde bei Nav1.9 nicht gefunden, stattdessen ein rein zeitabhangiger ROS-
unabhéngiger Rundown, der wahrscheinlich dem invasiven Charakter der Patch-Clamp-
Technik geschuldet ist. Durch das Aufbrechen der Zellmembran und die Diffusion der
Pipettenlosung in das Zellinnere, kommt es zur Verarmung an zytosolischen Faktoren.
Dieser Rundown ist ein bekanntes Phdnomen (Coste et al., 2004; Marler et al., 2018), das
auch andere stark durch zytosolische Prozesse regulierte Kanale, wie z.B. Kaliumkanale,
betrifft (Proks et al., 2016). Eine Limitierung besteht darin, dass der Rundown die ROS-
abhéngige Regulation des Nav1.9-Peakstroms teilweise maskieren konnte, was die
Interpretation der Daten erschwert. Es muss an dieser Stelle auch erwéhnt werden, dass die
hier mittels Licht-vermittelte Dekomposition von LY und die damit erzeugte ROS-
Konzentration wahrscheinlich deutlich Gber den physiologisch zu erwartenden ROS-
Konzentrationen liegt, die im Bereich von wenigen nanomolar oder pikomolar vermutet
werden (Chance et al., 1979). Pathophysiologische Prozesse, die oxidativen Stress
induzieren, lassen einen Anstieg der ROS-Konzentration erwarten, jedoch sind weder die
exakten Konzentrationen noch die beteiligten ROS-Spezies und deren Lebensdauer bekannt.
Bei den durchgefiihrten Experimenten handelt es sich zudem um Kurzzeitexperimente,
wohingegen Erkrankungen, die mit ROS in Verbindung stehen, durch chronisch erhohte
ROS-Level gekennzeichnet sind und durch unterschiedliche Faktoren wie
Alterungsprozesse und Erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus, mitbeeinflusst werden
(Finkel & Holbrook, 2000; Volpe et al., 2018). In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf
der akuten Modulation von Nozizeptor-spezifischen Nay-Kanélen durch ROS. Dabei wurde
eine funktionelle Modulation der endogenen TTXs Kandle, sowie von Nay1.8 durch ROS
beobachtet. Erstmalig konnte zudem gezeigt werden, dass auch Nayl1l.9 einer ROS-
abhangigen Modulation unterliegt und zusammen mit Nay1.8 zur Gruppe der besonders
ROS-sensitiven Nay-Kanéle gehort. Somit sollte die Interaktion von ROS mit Nayv1.9 bei
der Interpretation von ROS-Auswirkungen auf die Erregbarkeit der Neurone bercksichtigt

werden.
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5 Zusammenfassung

Spannungsgesteuerte Natriumkanéle (Navs) sind von entscheidender Bedeutung fur die
Signallbertragung in elektrisch erregbaren Zellen, wie Muskel- und Nervenzellen. Im
Menschen kodieren neun Gene (SCN1A-SCN5A, SCN8A-SCN11A) fur die Nay-Subtypen
Nav1.1-Nay1.9. Nay1.9 ist neben Nav1.7 und Nay1.8 einer der wesentlichen Nay-Kanéle in
sensorischen Afferenzen und nimmt hinsichtlich seiner Funktionseigenschaften eine
Sonderstellung innerhalb der Nav-Kanalfamilie ein. Anders als die tbrigen Nav-Subtypen
sind Nayv1.9-Kandle bereits beim Ruhemembranpotential aktiv und generieren aufgrund
ihrer ausgepragt langsamen Inaktivierungskinetik persistente  Na'-Strome. Die
physiologische Relevanz der Nay1.9-Kanéle wird durch zahlreiche Mutationen im daftr
kodierenden SCN11A-Gen unterstrichen, die beim Menschen kongenitale Analgesie oder
periphere  Schmerzattacken auslésen konnen und oftmals mit ausgeprégten
gastrointestinalen Beschwerden einhergehen. Interessanterweise steigern die bekannten und
funktionell charakterisierten pathogenen Nayv1.9-Varianten die Kanalaktivitdt und zeigen
damit gain-of-function-Eigenschaften. Die Zunahme der Kanalaktivitdt beruht dabei
entweder auf einer verstarkten Kanalaktivierung, einer eingeschréankten Kanalinaktivierung
oder der Kombination beider Funktionsverdnderungen. Die Datenlage suggeriert, dass
insbesondere das Inaktivierungsverhalten der Nay1.9-Varianten entscheidend an der
Auspragung des klinischen Phénotyps beteiligt ist. Die vorliegende Dissertationsschrift ist
in drei Themenkomplexe gegliedert, in denen verschiedene Aspekte der Modulation von

Nav1.9 untersucht werden.

Der erste Teil dieser Arbeit beschéaftigt sich mit der Bedeutung des Nay1.9-C-Terminus fur
die Kanalinaktivierung. Mittels systematisch erzeugter Kanalchimdren und deren
detaillierter Analyse in Patch-Clamp-Experimenten wurde ein 100-Aminosduren-
umfassender Abschnitt im C-Terminus identifiziert, der die Inaktivierungseigenschaften der

Kanéle maligeblich mitbestimmt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Funktionseigenschaften mehrerer potenziell
pathogener Navl1.9-Varianten untersucht, die bei Patienten mit verdnderter
Schmerzwahrnehmung identifiziert wurden, und die Varianten hinsichtlich ihrer
Krankheitsrelevanz bewertet. Zusatzlich zu einer veranderten Schmerzwahrnehmung gehen
pathogene Nay1.9-Varianten beim Menschen regelhaft mit gastrointestinalen Beschwerden

einher. Dieser Zusammenhang ist zwar bekannt, doch aufgrund der schwierigen



experimentellen Zugénglichkeit enterischer Neurone, kaum untersucht. Um die
Auswirkungen krankheitsassoziierter Varianten auf enterische Neurone systematisch
untersuchen zu kénnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Verfahren entwickelt, dass die
Isolation, Transfektion und systematische elektrophysiologische Analyse enterischer
Neurone ermdglicht. Mit Hilfe dieser Methodik wurde die mit Analgesie- und Obstipation
assoziierte Variante Nayv1.9-L396P erstmals in enterische Neurone eingebracht und
funktionell charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Nay1.9-L396P-Kandle
nahezu vollstdndig inaktivierungsdefizient und somit vermutlich entscheidend an der

Ausprégung des klinischen Phé&notyps beteiligt sind.

Im dritten Teil der Arbeit wurden die Auswirkungen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die
mit Schmerzen unterschiedlichster Atiologie in Verbindung stehen, auf die Funktion
Nozizeptor-spezifischer Nay-Kandle untersucht. Einerseits bewirken ROS eine Reduktion
des Na*-Peakstroms. Andererseits verzogern sie aber auch die physiologisch wichtige
Kanalinaktivierung. Diese potenziell proexzitatorische Funktionsveranderung ist bei Nayv1.8
besonders stark ausgeprégt, weshalb dieser Kanal lange Zeit als ROS-sensitivster Nay-
Subtyp galt. Daten zur ROS-Sensitivitat der Nav1.9-Kandle existieren bislang nicht. In der
vorliegenden Arbeit wurde erstmals Nay1.9 hinsichtlich seiner ROS-Sensitivitat analysiert
und gezeigt, dass er eine ahnlich hohe ROS-Sensitivitadt wie Nayv1.8 aufweist und somit

ebenfalls zu den stark ROS-regulierten Nayv-Kanélen gez&hlt werden muss.
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7 Anhang

Tabelle 5: Ubersicht der Schaltparameter zur Beschreibung der Kanalaktivierung. Angegeben sind
Mittelwerte + s.e.m von n unabhéngigen Experimenten. Die Signifikanz zwischen den Gruppen wurde mit
einem zweiseitigen Student’s t-Test getestet. Die Ergebnisse der Testung gegen Nay1.4 Wildtyp sind in rot und
die Ergebnisse der Testung gegen Nay1.9 Wildtyp sind in schwarz angegeben: ***p < 0.001, **p < 0.01,
*p < 0.05.

Kanal Aktivierung
Vm (mV) Km (mV) n
Wildtyp-DRG endogen 405 + 1.2 73 £ 07 21
Wildtyp-DRG-endogen TTXr -300 + 28 126 + 14 21
dKO-DRG-endogen -281 + 15 6.2 £ 03 15
dKO-DRG-endogen TTXr - - - - - -
Nay1.9 550 £ 22 (**Y) 80 = 04 (ns) 29
Cminl 479 £ 19 (**/ns) 77 £ 03 (ns/ns) 7
Cmin2 -50.0 £ 34 (*/ns) 75 = 04 (ns/ns) 14
Cmin3 - - - - - - - -

Cmind 532 £+ 19 (***/ns.) 88 £+ 04 (ns/ns) 9
Cmin5 -625 £ 19 (***/*) 77 = 04 (ns/ns) 11

Nay1.9_C4 555 + 31 (***ns.) 88 £ 0.7 (ns/ns)
A1177S 512 £ 3.0 (ns) 68 = 0.6 (ns) 7
S1496A 503 = 32 (ns) 74 £ 05 (ns) 12
N4 479 £ 23 (**/ns) 80 £ 0.7 (ns/ns) 11
rNayl1.4 -39.7 £ 11 (**%) 86 = 0.7 (ns) 11
hNayv1.8 -468 + 13 144 + 17 18
C1355F -515 £ 33 (ns) 80 = 08 (ns) 11
Nav1.9 20°C 529 £ 21 81 + 038 18
W684L 20°C -488 £ 19 (ns) 75 = 0.7 (ns) 17
Nav1.9 12°C 448 + 42 78 £ 12 8
W684L 12°C -36.4 £ 19 (ns) 99 = 08 (ns) 12
Y66S 365 £ 2.8 (**%) 92 = 0.6 (ns) 10
Nay1.9 (Darm) 642 + 15 105 + 038 8
L396P (Darm) -789 + 23 (**%) 144 + 20 (ns) 7
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Tabelle 6: Schaltparameter zur Beschreibung der Kanalinaktivierung. Angegeben sind Mittelwerte +
s.e.m von n unabhdngigen Experimenten. Die Signifikanz zwischen den Gruppen wurde mit einem
zweiseitigen Student’s t-Test getestet. Die Ergebnisse der Testung gegen Nay1.4 Wildtyp sind in rot und die
Ergebnisse der Testung gegen Nay1.9 Wildtyp sind in schwarz angegeben: ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.

Kanal Inaktivierung
Vh (MmV) kn (MV) n tlnact-20 mV (s) n
Nav1.9 632 + 28 (%) 99 £ 05 (**%) 12 0.026 + 0.0018 (***) 29
Cminl -61.8 £ 25 (**Ins) 124 = 05 (***/*¥) 6 0031 * 0.0044 (***/ns) 7
Cmin2 611 £ 29 (**/ns.) 115 £ 07 (***/ns) 12 0.033 *= 0.0052 (***/ns.) 14
Cmin3 - - - - - - - - - - - - - -
Cmin4 -795 £ 21 (FF[F*) 80 + 04 (* 8 0.013 + 0.0007 (***/***) 9
Cmin5 -101.9  + 1.7 (*****) 7.4 + 0.6 (n.s./*¥) 8 0.007 + 0.0008 (***/***) 10
Nayl.9 C4 -89.3 + 29 (*****) 82 + 09 (ns/ns) 9 0.009 = 0.0009 (*F**/***) 9
A1177S 671 £ 13 (ns) 88 £ 05 (ns) 6 0.018 = 0.0016 (*) 7
S1496A -628 + 5.0 (ns) 107 £ 09 (ns) 7 0.021 + 0.0026 (n.s.) 12
N4 611 £ 25 (**Ins.) 95 + 03 (***ns) 10 0.02 =+ 0.0028 (***/ns) 11
rNayl1.4 713 £ 1.7 () 6.4 + 04 (**) 11 0.001 £ 0.0001 (***) 10
hNay1.8 575 + 15 76 + 04 18
C1355F -587 £ 20 (ns) 108 = 05 (ns.) 10 0.034 + 0.0047 (ns.) 11
Nav1.9
20°C 616 + 23 98 + 05 14 0.027 + 0.0042 16
W684L
20°C 605 £ 21 (ns) 106 £+ 06 (ns) 15 0.025 + 0.0031 17
Nav1.9
12°C 49 + 43 105 + 1.0 7 0.048 + 0.0128 9
W684L
12°C 432 + 26 (ns) 116 £ 07 (ns) 12 0.0835 =+ 0.0055 12
Y66S 493 + 3.0 (*% 95 = 05 (ns) 9 0.035 + 0.0862 10
Nav1.9
(Darm) 173 £ 26 93 £+ 05 8
L396P 1:-906 + 3.9 54 + 15
(Darm) 2:-39.0 + 34 70 + 40 7
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Tabelle 7: Schaltparameter zur Beschreibung der Kanalaktivierung und Kanalinaktivierung fir die
Kontrollen. Angegeben sind die Werte zum Zeitpunkt to und teeo. Aufgelistet sind Mittelwerte £+ s.e.m von n
Experimenten.

Kontrollen

Vm (mV) Km (m\O n
dKO Kontr. tp 377 + 24 73 + 0.8 9
dKO Kontr. tego 485 + 31 72 + 09 9
rNay1.8 Kontr. to -26.0 + 2.7 70 + 06 10
rNay1.8 Kontr. tspo 374+ 22 76 £ 04 10
hNay1.9 Kontr. to 449 + 25 6.6 + 05 9
hNay1.9 Kontr. teno 615 + 34 76 + 1.1 8

Vh (MV) kn (MV) n
dKO Kontr. to -75.8 + 2.2 57 £ 0.2 9
dKO Kontr. tego -858 + 24 58 + 0.2 9
rNay1.8 Kontr. tp -36.9 + 27 6.3 £ 04 10
rNay1.8 Kontr. tsoo -46.8 + 2.0 70 + 04 10
hNay1.9 Kontr. to -63.2 = 2.8 99 + 05 12
hNay1.9 Kontr. teoo -70.1 + 4.0 108 + 0.8 6

Tabelle 8: Schaltparameter zur Beschreibung der Kanalaktivierung und Kanalinaktivierung vor und
nach ROS-Exposition. Angegeben sind die Parameter vor (tp) und nach (tsoo) ROS-Applikation. Zusétzlich ist
der ROS-abhéngige Inaktivierungsverlust AR, zum Zeitpunkt teoo gezeigt. Aufgelistet sind Mittelwerte + s.e.m
von n Experimenten.

ROS (100 pM LY)

Vm (mV) Km (mV) n
dKO ty -39.2 = 1.1 69 = 04 13
dKO teeo 475 £ 1.2 88 £ 05 13
rNayvl1.8 to 2715 £+ 2.2 7.1 £ 0.6 14
rNay1.8 tsoo -35.1 + 28 135 + 1.2 14
hNay1.9 to 516 = 27 6.2 = 08 8
hNav1.9 tsoo -65.4 + 3.2 85 + 0.7 8
Vh (MV) kh (mV) n ARin (%) n
dKO tg 776 £ 16 7.2 £ 04 13
dKO teeo -75.3 + 1.7 114 = 0.3 12 557 £ 09 13
rNay1.8 to -39.1 £ 3.1 6.2 £ 05 14
rNav1.8 tsoo 314 = 24 98 = 0.6 12 3291 = 33 14
hNay1.9 to -63.2 + 2.8 99 + 05 12
hNay1.9 tsoo 517 = 21 184 = 1.7 8 2641 = 43 8
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Tabelle 9: Populations-Frequenzen der Variante Nav1.9-C1355F. Quelle:
https://gnomad.broadinstitute.org/variant/3-38892235-C-A; Stand 2023-10-16.

Population Allele Allele Number of Allele
Count Number Homozygotes Frequency

South Asian 32 25444 0 0.001258
East Asian 1 17330 0 0.00005770
European (non- 1 107244 0 0.000009325
Finnish)
African 0 15724 0 0.000
Latino 0 28768 0 0.000
Ashkenazi Jewish 0 8820 0 0.000
European (Finnish) 0 21022 0 0.000
Other 0 5492 0 0.000
Male 23 124276 0 0.0001851
Female 11 105568 0 0.0001042
Total 34 229844 0 0.0001479
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