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2. Einleitung

2.1. Die Gliazellen des zentralen Nervensystems

Im menschlichen Zentralnervensystem (ZNS) finden sich hauptséachlich
zwei  Zelltypen: Neurone und Gliazellen. Ein  GroBteil der
neurowissenschaftlichen  Forschung  konzentrierte sich in  der
Vergangenheit auf die elektrisch aktiven Zellen, die Neurone. Nach ihrer
Entdeckung durch Rudolf Virchow Mitte des neunzehnten Jahrhunderts
wurden Gliazellen, die den Neuronen beim Menschen zahlenmaBig im
Verhaltnis von etwa 9:1 gegeniberstehen, lange Zeit lediglich als Struktur-
und Stitzgerist des Nervensystems angesehen. Dies und das Fehlen
adaquater Methoden zur Identifizierung, Darstellung und funktionalen
Untersuchung der Zellen fiihrte dazu, dass Gliazellen zunachst nur wenig
erforscht wurden. Heute jedoch ist bekannt, dass Gliazellen nicht nur
passive Strukturelemente darstellen, sondern u.a. aktive Rollen in der
Entwicklung und Regeneration des ZNS sowie bei der Regulation und
Modulation der synaptischen Aktivitat Gbernehmen (Booth et al., 2000,
Araque et al., 2001, Haydon, 2001, Doetsch, 2003, Allen und Barres,
2005).

Im ZNS unterscheidet man zwei Hauptgruppen von Gliazellen, die
Mikroglia und die Makroglia. Die Mikrogliazellen, auch Hortega-Zellen
oder Mesoglia genannt, sind nach mehrheitlicher Ansicht mesodermalen
Ursprungs und Ubernehmen im ZNS u.a. die Abraumfunktion von
Makrophagen des peripheren  Nervensystems.  Mikrogliazellen
durchwandern kontinuierlich das ZNS als einzelne, ungekoppelte Zellen.
Treffen sie auf Zelltrimmer, sterbende Zellen, Viren oder Bakterien,
werden sie aktiviert, proliferieren und erflllen ihre phagozytierende
Funktion (siehe Reviews von Gehrmann et al., 1995, Aloisi, 2001). Zu der
Makroglia zahlen die Ependymzellen, Radialglia, Oligodendrozyten und
Astrozyten. Ependymzellen grenzen die flussigkeitsgeflllten Hohlraume
des ZNS (Ventrikel und Zentralkanal) in einer einzelligen Schicht vom
umliegenden Gewebe ab. So trennen sie die in Kammern verteilte
Hirnfliissigkeit vom Gewebe. Die Radialglia tritt voriibergehend in den
meisten Hirnregionen wahrend der Neurogenese auf. In Geweben mit
geschichteter Architektur, wie z.B. dem Kortex, dienen sie als Leitstruktur
flr die neuronale Migration. Man geht davon aus, dass die Zellen wéahrend
der Entwicklung verschwinden oder zu Astrozyten differenzieren
(Schmechel und Rakic, 1979, Voigt, 1989). Im adulten ZNS findet man
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Radialglia in der Retina in Form von Mullerzellen, im Kleinhirn in Form der
Bergmannglia und im Hippocampus (Eckenhoff und Rakic, 1984,
Rickmann et al., 1987, Kettenmann und Ransom, 2004). Neuere Studien
postulieren, dass Radialglia im adulten Gewebe mdglicherweise als
neuronale Stammzellen fungieren und zur Bildung von Neuronen
beitragen (siehe Reviews von Fricker-Gates, 2006, Bonfanti und Peretto,
2007, Pinto und Gotz, 2007). Die aus dem Ektoderm abgeleiteten
Oligodendrozyten umwickeln mit ihren membrandésen Auslaufern die
Axone der Neurone und bilden die multilamelése Myelinschicht (siehe
Review von Baumann und Pham-Dinh, 2001), die als Isolator die schnelle
saltatorische  Erregungsleitung ermdglicht. Die  myelinisierenden
Oligodendrozyten der weiBBen Substanz werden auch als interfaszikular
bezeichnet. Daneben existieren in der grauen Substanz perineurale
Oligodendrozyten (Satellitenoligodendrozyten). Diese sind mdglicherweise
an der Regulation der direkten Umgebung von Neuronen beteiligt
(Penfield, 1932, Ludwin, 1984, Ludwin, 1997).

Astrozyten stellen eine sehr heterogene Gruppe dar und kénnen nach
verschiedenen Kriterien klassifiziert werden. Basierend auf den
Beobachtungen von Santiago Ramén y Cajal wurden zunachst zwei
Gruppen unterschieden: protoplasmatische und fibrése Astrozyten.
Erstere produzieren eine geringe Menge des Intermediarfilamentproteins
GFAP (GFAP, glial fibrillary acidic protein) und befinden sich vornehmlich
in der grauen Substanz. Sie haben viele verzweigte Auslaufer mit denen
sie Synapsen umschlieBen. Fibrose Astrozyten sind reich an GFAP und
finden sich hauptsachlich in der weien Substanz. Sie haben dinne,
wenig verzweigte oder unverzweigte Auslaufer, die u.a. an den
Ranvier'schen Schnirringen enden (Peters, 1976, Zenker, 1994). Es ist
davon auszugehen, dass sich diese beiden morphologischen
Auspragungsformen nicht exakt trennen lassen und dass es
Ubergangsformen gibt. Die frithen Arbeiten von Raff und Kollegen (Raff et
al.,, 1983, Miller und Raff, 1984, Miller et al., 1989, Raff, 1989)
unterschieden Astrozyten ausgehend von Untersuchungen am optischen
Nerven der Ratte entsprechend ihrer Oberflachenantigene nach Typ 1
(Ran2*, GFAP*, FGFR3*, A2B5’) und Typ 2 (A2B5%, GFAP*, FGFRS,
Ran2’) (A2B5, neuronales Plasmamembran Antigen; Ran2, rat neuronal
antigen 2; FGFRS3, fibroblast growth factor receptor 3). Heute werden
Astrozyten vermehrt basierend auf Ergebnissen funktioneller Studien
gruppiert, z.B. hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften
(Kaliumstréme) und Antwort auf Glutamat (Matthias et al., 2003, Grass et
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al., 2004, Wallraff et al., 2004). Einige Studien unterscheiden die so
genannten  'passiven'  Astrozyten, welche Glutamat-Transporter
exprimieren und Uber gap-junctions gekoppelt sind, von 'komplexen'
Astrozyten, die nicht gekoppelt sind und keine Glutamat-Transporter
besitzen (Sontheimer und Waxman, 1993, Kressin et al.,, 1995,
D'Ambrosio et al., 1998, Matthias et al., 2003). Die Literatur hierzu ist
allerdings kontrovers. Grass et al. wiesen z.B. im Hirnstamm eine
Astrozytenpopulation nach, die ungekoppelt ist aber dennoch eine, wenn
auch geringe, Antwort auf die Aktivierung von Glutamat-Transportern zeigt
(Grass et al., 2004). Die Diskussion wurde dadurch verstéarkt, dass eine
unterschiedliche Expression von GFAP in maturer komplexer Glia
nachgewiesen wurde (Walz, 2000, Matthias et al., 2003, Fiacco und
McCarthy, 2004). Dies hat zu dem Vorschlag gefuhrt, die komplexen
Gliazellen als eigenstandigen Zelltyp neben den klassischen Astrozyten,
Oligodendrozyten und der Mikroglia zu fihren. Die astrozytare Linie
besitzt vermutlich eine Vielzahl von gewebespezifischen Subtypen mit
spezifischer Funktion, was dadurch unterstiitzt wird, dass die Zellen in
verschiedenen Hirnarealen unterschiedliche Gene aktivieren (Bachoo et
al., 2004).

Die Funktionen, die Astrozyten unter physiologischen,
pathophysiologischen und regenerativen Bedingungen tbernehmen sind
vielfaltig (Fedoroff, 1986). Strukturell dienen sie als Migrationsschienen flir
wandernde Neurone wahrend der Entwicklung des ZNS. Im
ausdifferenzierten Gewebe sind sie fir die Aufrechterhaltung der
dreidimensionalen Architektur notwendig. lhre Fahigkeit zur Produktion
und Speicherung von Glykogen macht sie zu wichtigen Energielieferanten
fir Neurone. Daneben stellen sie bestimmten Neuronen Glutamin zur
Synthese des Neurotransmitters Glutamat zur Verfligung (siehe Reviews
von Belin und Hardin, 1991, Danbolt, 2001). Weiterhin sind sie an der
Aufrechterhaltung und Modulation der Blut-Hirn-Schranke (Coomber und
Stewart, 1986) beteiligt. Die neuere Forschung zeigt, dass Astrozyten
neben diesen unterstitzenden Aufgaben weitere wichtige Funktionen
Ubernehmen. So wird Astrozyten eine Rolle in der Immunabwehr
zugesprochen. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass sie an der
Regulation des zerebralen Blutflusses beteiligt sind (siehe Reviews von
Ridet et al., 1997, Hirase, 2005, sowie die Studie von Takano et al.,
2006).



Die wohl interessanteste wechselseitige Beeinflussung gehen Astrozyten
mit Neuronen ein, mit denen sie in komplexer Weise zusammenarbeiten
(Newman, 2003b, Newman, 2003a, Newman, 2004, Newman und
Volterra, 2004). Astrozyten besitzen Transporter fir Neurotransmitter
(Largo et al., 1996, Bergles und Jahr, 1997, Bergles et al., 1999). Mittels
dieser nehmen sie die in den synaptischen Bereichen freigesetzten
Transmitter auf und kontrollieren so die elektrische Aktivitat. Sehr viele
Neurotransmitter-Rezeptoren, die auf Neuronen beschrieben sind, werden
ebenfalls von Astrozyten exprimiert. Hierzu z&hlen z.B. AMPA-
Rezeptoren (AMPA, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionic
acid), NMDA-Rezeptoren (NMDA, N-methyl-D-aspartic acic), GABA-
Rezeptoren (GABA, y-amino butyric acid) und Glyzin-Rezeptoren (Pastor
et al., 1995, Schipke et al., 2001, Matthias et al., 2003, Grass et al., 2004).
Astrozyten sind zwar nicht im klassischen Sinne elektrisch aktiv, sie
besitzen jedoch eine ihnen eigene Form der Erregbarkeit. So ist es ihnen
moglich, auf neuronal freigesetzte Transmitter durch kurze transiente
Erhdhungen der intrazellularen Kalziumkonzentration oder durch Kalzium-
Oszillationen zu antworten (siehe Reviews von Deitmer et al., 1998,
Verkhratsky et al., 1998, Araque et al., 2001, Haydon, 2001). Die intensive
Kopplung Uber gap-junctions ermdglicht den Astrozyten einen Transport
des Kalzium-Signals Gber mehrere 100 uM (Cornell-Bell et al., 1990,
Charles et al., 1991). Neben der Signalweiterleitung Uber gap-junctions
wird angenommen, dass Astrozyten Uber die Freisetzung von Mediatoren
in  benachbarten Astrozyten eine Erhdéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration auslésen. Auf diese Weise kénnte das Kalzium-
Signal ebenfalls im Netzwerk der Astrozyten weitergeleitet werden (siehe
Cotrina und Nedergaart, 2005). Astrozyten verarbeiten das Signal
komplex und spiegeln nicht nur die elektrische Aktivitdt wider. Sie sind in
der Lage, unterschiedliche  Antworten  auf  unterschiedliche
Transmitterstoffe zu produzieren und kénnen zwischen verschiedenen
Signalwegen unterscheiden, die den gleichen Transmitter verwenden. Als
Antwort setzen Astrozyten eine Reihe von Signalmolekilen frei, die
zusammenfassend als Gliotransmitter bezeichnet werden. Hierzu zdhlen
z.B. Glutamat, D-Serin, ATP (ATP, Adenosintriphosphat) und TNF-a (TNF,
Tumor Nekrose Faktor) (siehe Reviews von Perea und Araque, 2005,
Araque, 2006). Durch Freisetzung dieser Stoffe beeinflussen Astrozyten
die neuronale Aktivitdt. Aus diesen Erkenntnissen wurde das
physiologische Konzept der Tripartite-Synapse entwickelt, das erstmals
1999 vorgestellt wurde (Araque et al., 1999). Die Tripartite-Synapse



besteht aus den pra- und postsynaptischen Strukturen der Synapse sowie
den Fortsatzen der Astrozyten. Neuere Studien zeigen, dass die Fortsétze
der Astrozyten im Bereich der Synapse hoch motil sind. Die Zellen bilden
Lamellopodien entlang der Oberflache der Neurone und voriibergehende
filopodienartige Fortsatze (Hirrlinger et al., 2004). Die genaue Funktion
dieser Membranfortsatze ist bisher nicht geklart. Jedoch ist zu vermuten,
dass diese den Astrozyten eine schnelle morphologische Reaktion auf
verdnderte Umgebungsbedingungen erméglichen und eine Rolle bei der
Umorganisation von Synapsen spielen. Hieraus ergeben sich komplexe
Interaktions- und Modulationsmdéglichkeiten zwischen Neuronen und
Astrozyten, insbesondere auf der Ebene der Synapsen (Araque et al.,
2001, Haydon, 2001, Mazzanti et al., 2001, Piet et al., 2004, Zhang und
Haydon, 2005).

=<3 Neuron

% Astrozyt

&= gap-junction
Intermedié@rfilament
Glutamat-Transporter
Glukose-Transporter
Glutamat-Rezepter
Purin-Rezeptor
Hemikanal

ATP
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Glutamat

gooo0o8=<<00|

Vasoaktive Substanzen

Abb. 1: Funktion von Astrozyten im adulten gesunden Gewebe. (1) Aufnahme von
Neurotransmittern (z.B. Glutamat) aus den synaptischen Bereichen. (2) Kommunikation
zwischen Astrozyten Uber ATP-Freisetzung und Bindung an Purin-Rezeptoren auf
benachbarten Astrozyten. Dieser Signalweg fihrt Gber die Aktivierung der Phospholipase
C (PLC) und Bildung von Inositoltriphosphat (IP3) zur Freisetzung von Kalzium aus
intrazelluldaren Speichern. (3) Gap-junction Kommunikation zwischen Astrozyten. (4)
Glutamat-Glutamin-Zyklus. Bereitstellung von Glutamin fir Neurone. (5) Aufnahme von
Glukose aus dem GefaBsystem. (6) Regulation des zerebralen Blutflusses (ber
Freisetzung vasoaktiver Substanzen. (7) Freisetzung von Gliotransmittern, hier Glutamat.
Die genauen Mechanismen sind noch unklar. (8) Glutamat-Freisetzung Uber Hemikanéle.
(9) Glutamat-Bindung an Glutamat-Rezeptoren, hier mit Wirkung auf das GefaBsystem
Gber Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration in Astrozyten (siehe 6). GIn =
Glutamin, Glu = Glutamat, Ca," = Kalzium. (veréndert ibernommen aus Maragakis und
Rothstein, 2006, gestattet durch Maximillian Publisher Ltd.)

Astrozyten Ubernehmen weiterhin eine wichtige Funktion in der Kontrolle
der extrazellularen lonenkonzentrationen. Elektrisch aktive Nervenzellen
setzen u.a. gréBere Mengen an Kalium frei. Eine ungesteuerte
Akkumulation von Kalium im Extrazellularraum kdnnte zu einer
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chronischen Depolarisation der Neurone und ebenfalls der Gliazellen
fihren. Es wurde daher postuliert, dass Kalium an Orten hoher
Konzentration passiv aufgenommen und an Orten niedriger Konzentration
gemaB dem Kalium-Konzentrationsgradienten in BlutgefaBe abgegeben
wird (siehe Abb. 2). Diese Hypothese griindet sich auf Experimente, die
1966 von Orkand et al. und Kuffler et al. am optischen Nerven von
Amphibien durchgefihrt wurden. Astrozyten eignen sich aufgrund ihrer
speziellen Eigenschaften ausgezeichnet fir diesen Mechanismus: Sie
sind intensiv Uber gap-junctions gekoppelt und besitzen eine hohe
Kaliumleitfahigkeit (Kuffler et al., 1966). In der Retina wurde die
Kaliumpufferung unter dem Begriff 'potassium siphoning' fir Mullerzellen
postuliert (Newman et al., 1984) und ist dort mittlerweile gut untersucht
und weitgehend akzeptiert (Newman, 1986b, Newman, 1986a, Newman
und Reichenbach, 1996, Kofuji und Newman, 2004, Pannicke et al.,
2005a, Bringmann et al., 2006, Reichenbach et al., 2007).

Neuron

Astrozyt

Neuron

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der Kaliumpufferung durch Astrozyten. Elektrisch
aktive Neurone (gelb) setzen Kalium frei. Astrozyten (griin) nehmen dieses durch
kaliumselektive Kanale auf und geben es an umliegende GefaBe (rot) ab. Die blauen
Pfeile symbolisieren die Aufnahme von Kalium durch Astrozyten. K* = Kaliumionen.

Aufgrund der vielfaltigen essentiellen Aufgaben der Astrozyten ist es nahe
liegend, dass sie eine Rolle bei akuten oder chronischen pathologischen
Veranderungen des ZNS spielen. Astrozyten (und auch Mikrogliazellen)
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antworten auf Verletzungen des ZNS mit einer komplexen Reaktion, die
sowohl morphologische als auch metabolische Veranderungen der Zellen
bewirkt. Dieses Phanomen wird als reaktive Gliose oder Astrogliose
bezeichnet. Bei Astrozyten kommt es im Zuge dieser Reaktion zu einer
VergréBerung des Zellvolumens (Hypertrophie) und zu einer verstarkten
Produktion von GFAP, wobei die Rolle der GFAP-Erhéhung noch unklar
ist (siehe Review von Ridet et al., 1997). Starke Schadigungen kdnnen
zudem eine Zellproliferation auslésen. Die genaue Funktion reaktiver
Astrozyten ist weitgehend unverstanden und es gibt kontroverse
Ansichten bezlglich einer zytoprotektiven bzw. schadigenden Auswirkung
der Astrogliose. Studien in einem Mausmodell haben jedoch gezeigt, dass
die Unterbindung der reaktiven Astrogliose nach Verletzung zu einer
Desintegration des Gewebes, Einwanderung von Leukozyten, Tod von
Neuronen und Oligodendrozyten sowie zur Beeintrachtigung der Motorik
fihrt (Bush et al., 1999, Faulkner et al., 2004). Méglicherweise formen die
reaktiven Astrozyten einen abgeschlossenen Bereich, indem sie das
geschadigte Areal gegen das umliegende Gewebe abgrenzen, um dieses
zu schitzen und seine Funktion zu erhalten (Bush et al., 1999, Faulkner et
al., 2004). Derartige 'gliale Narben' kénnen auch negative Folgen haben,
da sie die Regeneration von Axonen beeintréchtigen. Die verschiedenen
protektiven oder schadigenden Auswirkungen einer Astrozytose sind in
dem Artikel von Sofroniew, 2005 zusammengefasst dargestellt.

Astrozyten spielen weiterhin eine Rolle bei Erkrankungen des ZNS. So
wird eine Beeintrachtigung der Neuron-Astrozyt Interaktion bei Epilepsie
(Kang et al., 2005, Tian et al., 2005) und Schizophrenie vermutet (Tsai et
al.,, 1998, Hashimoto et al., 2005). Eine veranderte Neuron-Glia
Kommunikation wird ebenfalls bei neurodegenerativen Erkrankungen wie
z.B. Alzheimer, Parkinson, der Huntington Erkrankung und der
Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) diskutiert. Dies ist ausfihrlich in
Review-Artikeln beschrieben (Leigh und Swash, 1991, Schipper, 1996,
Meda et al., 2001, Cotrina und Nedergaard, 2002, Minagar et al., 2002,
Sofroniew, 2005, Maragakis und Rothstein, 2006). Es konnte gezeigt
werden, dass Astrozyten, die in vitro eine mutierte Form des Proteins
Presenilin exprimieren, welches bei Alzheimer eine Rolle spielt, eine
veranderte Kalziumantwort auf Glutamat zeigen (Johnston et al., 2006).
Diese Zellen reagieren im Vergleich zu unmutierten Zellen bereits auf viel
geringere ATP- und Glutamatkonzentrationen mit induzierten Kalzium-
Oszillationen. Es wird vermutet, dass diese Beeintrachtigung der
Kommunikation neben anderen Faktoren, auf noch nicht véllig geklarte
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Weise zu neuronalen Fehlfunktionen und neuronalem Zelltod fihrt. Einige
der genannten Erkrankungen sind mit speziellen Proteinablagerungen in
Neuronen assoziiert (siehe Abb. 3). Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass diese Proteinaggregate auch in Astrozyten akkumulieren. Somit
kébnnten sie die Funktionen der Zellen negativ beeinflussen,
beispielsweise durch Beeintrachtigung der zytoskelettalen Organisation
und von Transportvorgdngen. Bei den Erkrankungen Huntington,
Parkinson und der ALS wird eine veranderte Expression von astrozytaren
Glutamat-Transportern diskutiert (siehe Abb. 3). Die extrazellulare
Akkumulation von Glutamat wird im Rahmen der Exzitotoxizitats-
Hypothese (siehe Abschnitt 2.4.2.) mit dem neuronalen Zelltod in
Verbindung gebracht (Lievens et al., 2001, Howland et al., 2002, Guo et
al., 2003, Maragakis und Rothstein, 2004).

Neuron

sterbendes Neuron
gesunder Astrozyt
abnormer Astrozyt
gap-junction
Intermediarfilamat
Glutamat-Transporier
Purin-Rezeptor
ATP

Glutamat

Aﬁqz

mutiertes Huntingtin

$rLo00<0ll0HHdd

Proteinaggregate

% Proteinaggregate von
mutierter SOD1

Abb. 3: Mégliche Rolle von Astrozyten in der Pathogenese von
neurodegenerativen Erkrankungen. (1) Beeintrachtigung astroglialer Glutamat-
Transporter flhrt zu exzitotoxischen Phanomenen. (2) Alzheimer: Amyloid-B kann evil.
die ATP-Freisetzung durch Astrozyten erhéhen und den Signaltransfer Ulber gap-
junctions stéren. (3) GFAP-Hochregulation, Bedeutung flr neurodegenerative
Erkrankungen bisher weitgehend unverstanden. (4) Alexander Erkrankung: Mutationen in
GFAP bewirken eine Beeintrachtigung der Organisation der Intermediarfilamente. (5)
Parkinson: Mutiertes Huntingtin bildet in Astrozyten intrazellulare Aggregate. (6)
Neurone, die von abnormen Astrozyten umgeben sind, bilden Proteinaggregate und
Veranderungen der axonalen Struktur. Dies erhdht die Sensibilitait gegeniber
Schadigungen. (7) ALS: Akkumulation von mutierter Superoxid-Dismutase (SOD1). (8)
Alzheimer: Amyloid-B42-positive Ablagerungen in Astrozyten. (9) Kommunikation
zwischen gesunden und abnormen Astrozyten beeinflusst gesunde Astrozyten negativ.
AB = Amyloid-B, GFAP = saures Gliafaserprotein. Ca," = Kalzium. (veridndert
Ubernommen aus Maragakis und Rothstein, 2006, gestattet durch Maximillian Publisher
Ltd.)
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2.2. lonenselektive Kaliumkanale

Um ihre verschiedenen Funktionen ausfiihren zu kénnen bendtigen
Gliazellen, wie alle anderen Zellen, den Aufbau eines lonengradienten
Uber die semipermeable Zellmembran. Dieser bildet u.a. die Grundlage fir
Einstellung und Erhalt des Ruhemembranpotentials (RMP), elektrische
Aktivitat, Transportvorgdnge und Sekretion. Ermdglicht wird der Aufbau
dieses Gradienten durch spezialisiete Transmembranproteine, die
lonenkanéle. Diese erlauben, Uberwiegend mit hoher Selektivitat fir
einzelne lonen, den Durchtritt eines oder mehrerer bestimmter lonen. Die
Benennung der Kandle erfolgt nach ihrer lonenselektivitdt. Passive
lonenkanédle (von manchen Autoren auch 'Leckkandle' genannt) sind
dauerhaft gedéffnet und erméglichen lonen den Durchtritt entsprechend
des elektrochemischen Gradienten. Die Leitfahigkeit der meisten Kanéle
wird jedoch durch Offnen und SchlieBen in Abhangigkeit von bestimmten
Signalen gesteuert (Membranspannung, Liganden, mechanische Reize,
Kanalmodifikation durch Phosphorylierung, Temperatur, u.w.) (Kandel et
al., 2000, Hille, 2001).

Kaliumkanéle sind unter den lonenkanalen die haufigsten und werden von
nahezu allen lebenden Organismen und Zellen exprimiert. Sie
Ubernehmen  wichtige  Funktionen bei der Regulation des
Membranpotentials, der Feinregulation und Repolarisationsphase des
Aktionspotentials und in der Kontrolle der Kaliumhomdostase. Ein
funktioneller Kaliumkanal besteht aus vier homomeren oder heteromeren
Untereinheiten, die eine zentrale Pore umgeben (siehe Reviews von
Lagrutta et al., 1996, Isomoto et al., 1997, Nichols und Lopatin, 1997). Die
allgemein anerkannte Grundstruktur (Lu et al., 2001) der Untereinheiten
aller Kaliumkanale besteht aus zwei transmembranen Proteinhelizes, die
durch eine extrazellulare Schleife (P, pore-loop, Poren-Schleife)
verbunden sind. Diese Struktur bezeichnet man als 2TM/P (2TM/P, 2
transmembrane domain/pore-loop). Die Carboxy- und Aminotermini der
Helizes befinden sich intrazellular. Die  Untereinheiten  der
spannungsgesteuerten Kaliumkanale (Ky, voltage gated potassium (K*)
channels) und Kalzium-aktivierten Kaliumkanale (Kca, calcium activated
potassium (K*) channels) setzen sich aus dieser Grundstruktur (hier S5
und S6 genannt) und vier weiteren Helizes (S1-S4) zusammen (6 TM/P).
Bei den Ky bilden die Helizes S1-S4 die spannungssensitiven Domé&nen
mit dem Spannungssensor (S4). 8TM/2P- und 4TM/2P-Kanéle bestehen
aus Kombinationen von 6TM/P und 2TM/P bzw. aus zwei 2TM/P (Biggin
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et al., 2000). Diese Kanaltypen besitzen zwei P-Schleifen und daher 2
Poren. Sie bilden vermutlich Dimere, keine Tetramere. Bei den 4TM/2P-
Doménen Kanédlen handelt es sich z.T. um die klassischen passiven
Leckkanéle. Diese werden auch als 2P-Doméanen Kanale (zusammen mit
den 8TM/2P) bezeichnet und sind Gegenstand neuerer Forschung. Die
einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanale (K, inwardly rectifying potassium
(K*) channels) bestehen aus vier Untereinheiten, die sich jeweils aus zwei
membranspannenden Helizes, welche durch die P-Schleife verbunden
sind, zusammensetzen. Die Expression und Funktion des glialen K;4.1-
Kanals im Ruckenmark der Maus ist Thema dieser Dissertation.

Abb. 4: Klassifikation von Kaliumkanélen. (a) 2TM/P—Kanéale (Struktur der K -
Kanale). (b) 6TM/P-Kanéle. (c) 8TM/2P-Kanéle. (d) 4TM/2P-Kanéle. In den 2TM/P- und
4TM/2P-Kanéalen werden die Transmembranhelizes mit M1-M2, bzw. M1-M4 bezeichnet,
in den 6TM/P- und 8TM/2P-Kanéalen mit S1-S6 bzw. S1-S8. S4 = spannungssensitives
Segment der 6TM/P-Kanale, NH, = Aminoterminus, COOH = Carboxyterminus, P =
Poren-Schleife (Abbildung unveréndert (bernommen aus Choe, 2002, gestattet durch
Maximillian Publisher Ltd.)

2.2.1. Einwarts-gleichrichtende Kaliumkanale (K;; -Kanéle)

Als klassische Funktion der K; ist in neuronalen Zellen die
Konstanthaltung des Ruhemembranpotentials in Abhangigkeit vom
Gleichgewichtspotential (Ek, equilibrium potential for potassium (K*)) flr
Kalium beschrieben. Auf diese Weise kontrollieren die Kanale die
Schwelle zur Auslésung des Aktionspotentials und die Frequenz
repetitiver Aktionspotentiale (Hille, 1992, Lu, 2004). Auch in den nicht-
erregbaren Gliazellen sind K;; an der Ausbildung und Konstanthaltung des
RMP beteiligt. Neben dieser Rolle haben Ki eine Reihe weiterer
Funktionen, deren Erforschung noch lange nicht abgeschlossen ist. So
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wird ihnen eine Beteiligung bei Proliferation und Differenzierung, der
neuronalen Signallbertragung, Freisetzung von Neurotransmittern,
Hormonsekretion, Regulation des zerebralen Blutflusses und der Kontrolle
des Elektrolytgleichgewichts zugesprochen (Hille, 1992, Arcangeli et al.,
1993, Arcangeli et al., 1995, Lagrutta et al., 1996, Isomoto et al., 1997,
Reimann und Ashcroft, 1999, Neusch et al., 2003). Die funktionelle Vielfalt
der Kanédle ist wu.a. durch Heteromerisierung verschiedener
Kanaluntereinheiten erklarbar, wodurch die Kanaleigenschaften modifiziert
werden (Schulte und Fakler, 2000, Tucker et al., 2000, Xu et al., 2000, Cui
et al., 2001). Hinzu kommt, dass die einzelnen Kanaluntereinheiten durch
alternatives SpleiBen verandert werden kdnnen. Die ersten beiden Gene,
die fir Ki, —Kanéle kodieren, ROMK (renal outer medulla K* channel) und
IRK1 (inwardly rectifying K* -channel 1), wurden 1993 isoliert (Ho et al.,
1993, Kubo et al.,, 1993). Damit er6ffnete sich das Feld fir eine
ausgedehnte Erforschung der Struktur, Expression und Funktion der K -
Kanéle. Zur Untersuchung der spezifischen Kanalfunktionen wurden
verschiedene Knock-In oder Knock-Out Mausmodelle generiert (Signorini
et al., 1997, Kofuji et al., 2000, Miki et al., 2001, Neusch et al., 2001,
Marcus et al., 2002, Miki et al., 2002, Neusch et al., 2003).

Kir1.1 [KCNJ1,17924]

Kir7.1 [KCNJ13, 2q37]
{Kim.z KCNJ15, 21q22]
Kird.1 [KCNJ10, 1g22)

Kir5.1 [KCNJ186, 17q23]

Kir2.1 [KCNJ2, 17q23]

Kir2.4 [KCNJ14, 19q13]

|—Kir2.2 [KCNJ12, 17p11]
L——kir2.3 [KCNJ4, 22q13]
Kir3.1 [KCNJ3, 2q24]

Kir3.3 KCNJ9, 1g21]
Kir3.4 [KCNJ5, 11q24]
_I: Kir3.2 [KCNJ6, 21g22]
Kir6.1 [KCNJ8, 12p11]
4‘:&2 [KCNJ11, 11p15]

Abb. 5: Phylogenetischer Stammbaum der K; -Familie. Vergleich der
Aminosauresequenz und phylogenetische Analyse der 15 bekannten Mitglieder der K; -
Familie. Die Genbezeichnungen sind nach IUPHAR und HGCN zusammen mit dem
Genlocus angegeben. Stand 2005. (Abbildung unverandert Gbernommen aus Kubo et al.,
2005)
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Derzeit werden Kj nach ihren molekularen und elektrophysiologischen
Eigenschaften in sieben Gruppen (Ki1-7) eingeteilt (Kubo et al., 2005).
Einige Veroffentlichungen gruppieren die Kanale basierend auf
Sequenzhomologie in 6 Subgruppen, dort werden Mitglieder der Kj1.0-
und K;4.0 -Familie zusammengefasst (Reimann und Ashcroft, 1999).

Der Kanalytyp der einwarts-gleichrichtenden Kanale wurde 1949
elektrophysiologisch erstmals von Katz im Skelettmuskel beschrieben.
Katz bezeichnete diese Kanéle als 'anomal’, da sich die lonenstrdme der
Kanale unter experimentellen Bedingungen von den bis dahin bekannten
auswarts-gleichrichtenden Ky —vermittelten Kaliumstrdmen unterschieden.
Die Kanéle zeigen eine nicht lineare Strom-Spannungsbeziehung,
reagieren auf Hyperpolarisation mit einer Erh6hung der Leitfahigkeit und
auf Depolarisation mit einer Abnahme der Leitfahigkeit. Bei weiterer
Depolarisation blockieren sie (siehe Abb. 6). Daraus leitet sich der Name
'einwarts-gleichrichtend' ab, da sich die Strom-Spannungskurve graphisch
bei zunehmender Depolarisation einwarts aufrichtet (to rectify, deutsch:
aufrichten). Die Namensgebung ist jedoch etwas irrefGhrend und als
historisch zu sehen, da man den Namen lediglich in Analogie zu den
auswarts-gleichrichtenden Ky  eingefihrt  hat.  Aufgrund ihrer
elektrophysiologischen Eigenschaften kénnen schwach rektifizierende K
(siehe unten) Kaliumstrdme sowohl auswarts als auch einwarts leiten. Sie
leiten Kaliumstréme negativ von Ek besser in Einwaértsrichtung als
Auswartsstrome positiv. von Ex. In vivo hangt die Richtung des
lonenstroms vom Konzentrationsgradienten fir Kalium ab. In Neuronen
und Gliazellen ist das Membranpotential unter physiologischen (Ruhe-)
Bedingungen positiver als Ek, so dass Ki —Kanéle Kalium aus der Zelle
transportieren. Damit stabilisieren sie funktionell das
Ruhemembranpotential.

Der spannungsabhéangige Block bei zunehmend positiven Potentialen von
Ek ist durch eine Blockade der Kandle durch Magnesium und/oder die
positiv geladenen Polyamine Spermin, Spermidin und Putreszin bedingt
(siehe Reviews von Doupnik et al., 1995, Nichols und Lopatin, 1997,
Oliver et al., 2000, Lu, 2004). Diese binden an bestimmte Regionen des
Kanals im Bereich der M2-Membranregion und (nicht bei allen Kj) im
Bereich des Carboxyterminus. Man unterscheidet zwischen Kanalen mit
stark und schwach rektifizierender Komponente. Bei stark rektifizierenden
Kir nimmt die Leitfahigkeit fir Kaliumstréme bei Depolarisation starker ab
als bei schwach rektifizierenden K;, (siehe Abb. 6). Stark rektifizierende Kij,
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wie z.B. ROMK1, besitzen im M2-Segment sehr konservierte Bereiche
negativ geladener Aminosaurereste, die eine hohe Affinitdt zu
blockierenden lonen haben. Schwach gleichrichtende K. hingegen weisen
hier Aminosauren mit neutralen Resten auf, die eine geringe
Bindungsaffinitat haben (Lu, 2004). Die schwache Gleichrichtung resultiert
wahrscheinlich aus einem Block durch Magnesium, wahrend die starke
Gleichrichtung zusatzlich Polyamine erfordert und zu einem nahezu
vollstandigen Block flhrt. Die Blockade tragt in elektrisch aktiven Zellen
zur Ausbildung der Schwelle des Aktionspotentials bei und ist u.a. fir die
lange Depolarisationsphase des Herzmuskel-Aktionspotentials wichtig.

+
vV

Abb. 6: Exemplarische Strom-Spannungsbeziehung eines stark und eines schwach
einwarts-gleichrichtenden K;. Schwach einwarts-gleichrichtende Ki. ( __ ) zeigen bei
Potentialen positiver als Ex einen Auswartsstrom, bis es zu einem spannungsabhangigen
Block kommt. Stark einwérts-gleichrichtende K ( .... ) hingegen zeigen keinen oder
nahezu keinen Auswartstrom bei Potentialen positiver als Ex. V,, = Membranpotential, | =
Strom

Eine Ubersicht zu molekularen Informationen, Leitfahigkeit, Steuerung und
Expression der K findet sich in der Arbeit von Kubo et al., 2005. Eine
Reihe menschlicher Erkrankungen sind mit Mutationen in den Genen fir
bestimmte Mitglieder dieser Familie assoziiert (siehe Reviews von
Abraham et al., 1999, Neusch et al., 2003). Zu diesen z&hlen das seltene
Bartter-Syndrom Typ 2 (K;1.1), die persistente hyperinsulindmische
infantile Hypoglykdamie (Kiy6.2) und das Andersen-Syndrom (K;2.1)
(Plaster et al., 2001, Preisig-Muller et al., 2002).

2.2.2. Gliale K;; -Kanale und Expression im Riickenmark

Gliale Ki sind in den letzten Jahren mehr und mehr in das Interesse der
Forschung geraten. Die Expression der verschiedenen K in Gliazellen ist
tabellarisch im Review von Butt und Kalsi, 2006 zusammengefasst. In der
vorliegenden Arbeit steht die Untersuchung der ATP-abhangigen K;4.1-
Untereinheit (KCNJ10 nach HGCN, Synonyme: KAB-2, K1.2, Bir10,
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BIRK-10, BIRK-1, KCNJ13-PEN) im Vordergrund. AuBerhalb des ZNS ist
eine Expression von Kj4.1 in der basolateralen Membran des renalen
Epithels im distalen Tubulus der Niere beschrieben (Ito et al., 1996), in der
apikalen Membran der Parietalzellen der Darmmukosa (Fujita et al., 2002)
und in Intermediarzellen der Kochlea (Ando und Takeuchi, 1999, Marcus
et al., 2002, Rozengurt et al., 2003). In letzteren ist Ki4.1 am Aufbau des
endokochlearen Potentials beteiligt.

Im ZNS wird Ki4.1 hauptséchlich in Gliazellen beschrieben (Takumi et al.,
1995, Tada et al., 1997, Higashi et al., 2001), es gibt jedoch auch Studien,
die eine neuronale Expression postulieren (Bredt et al., 1995, Jiang et al.,
2001, Li et al., 2001). K;;4.1 wird verstarkt im Bereich von BlutgeféaBen und
Synapsen detektiert (Higashi et al., 2001). Die astrogliale Expression von
Ki4.1 wird in diversen unabhangigen Studien gezeigt (Poopalasundaram
et al., 2000, Higashi et al., 2001, Kalsi et al., 2004, Olsen et al., 2006).
Weiterhin wird K;4.1 in retinalen Mullerzellen (Ishii et al., 1997, Nagelhus
et al, 1999) und in der Bergmannglia (Takumi et al.,, 1995,
Poopalasundaram et al., 2000, Higashi et al., 2001) des Kleinhirns
nachgewiesen. Einige Studien (Poopalasundaram et al., 2000) weisen
dabei darauf hin, dass Kj4.1 eventuell nicht von allen Astrozyten-
Subtypen exprimiert wird. Beziglich der Expression von Kj4.1 auf
Oligodendrozyten gibt es kontroverse Studien. Higashi et al., 2001
konnten kein Ki4.1 auf Oligodendrozyten nachweisen, wohingegen die
Studie von Neusch et al., 2001 eine Expression zeigt und diese durch
elektrophysiologische Daten verifiziert. Die oligodendrogliale Expression
von K;4.1 wird weiterhin durch die Daten von Kalsi et al., 2004 und durch
die klrzlich erschienene Studie von Djukic et al., 2007 bestatigt.

Neben der klassischen Rolle in der Generation des RMP scheint K;4.1 in
den verschiedenen glialen Zellen spezifische weitere Funktionen zu
erfillen. Es wird vermutet, das Ki4.1 an der Regulation der
Differenzierung von Oligodendrozyten beteiligt ist. Mit dem Beginn des
Differenzierungsprozesses kommt es in diesen Zellen zu einer
Hochregulation von Kj -Kanalen (Sontheimer et al., 1989, Barres et al.,
1990b, Glassmeier und Jeserich, 1995, Knutson et al., 1997). In dem (in
dieser Arbeit verwendeten) K;4.1-KO-Mausmodell zeigt sich bei
homozygoten Tieren (Ky4.1-KO) in vitro eine Beeintrachtigung der
Entwicklung der Oligodendrozyten, die morphologisch bipolar,
aufgeschwollen und immatur erscheinen. In situ kénnen schwere
Dysmyelinisierungen (Neusch et al., 2001) gezeigt werden, was eine Rolle
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fir Ki4.1 in der Initiation der Myelinisierung vermuten Iasst.
Elektrophysiologisch zeichnen sich Oligodendrozyten von K4.1-KO-
Tieren in vitro durch einen Verlust K; -Strébmen, ein depolarisiertes
Membranpotential, einen hohen Eingangswiderstand sowie eine
verminderte Gesamtleitfahigkeit der Membran aus (Neusch et al., 2001).
Die molekularen Fehlschritte einer vermuteten Differenzierungsstérung
von Oligodendrozyten sowie die konkrete Rolle von Ki4.1 im
Entwicklungsprozess der Oligodendrozyten sind jedoch bisher nicht
bekannt.

Die elektrophysiologischen Eigenschaften und das Expressionsmuster
von Ki4.1 haben zu der Annahme gefihrt, dass Ki4.1 an der Aufnahme
von Kalium bei dem einleitend beschriebenen postulierten Mechanismus
der Kaliumpufferung durch Astrozyten beteiligt ist. Wegweisend waren
dabei Experimente, die von Kofuji et al., 2000 an der Retina von K;4.1-
KO-Tieren durchgefiihrt wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die P1-
Welle, die allgemein akzeptiert den Kaliumtransport in der Retina
widerspiegelt, in Ki4.1-KO-Tieren fehlt. Neben den Mullerzellen der Retina
exprimieren Astrozyten in anderen ZNS-Regionen, wie z.B. dem
Rickenmark, ebenfalls Kj4.1. Das Membranpotential von Gliazellen ist
unter physiologischen Bedingungen nur etwas positiver als Ek, so dass
die Kaliumstréme auswarts gerichtet sind. Eine lokale Erhéhung der
extrazellularen Kaliumkonzentration nach elektrischer Aktivitdt bewirkt
eine Verschiebung von Ek, so dass dieses positiver wird als das
Membranpotential der Astrozyten. Ki4.1-Kanale kdnnen unter solchen
Bedingungen Kalium in die Zelle aufnehmen. Es wird vermutet, dass
Kalium innerhalb des Astrozyten bzw. Uber mehrere gap-junction-
gekoppelte Astrozyten in den Bereich perivaskularer Fortsatze
transportiert wird. In diesem Bereich ist der Konzentrationsgradient fir
Kalium nach auBen gerichtet, so dass Kalium an das GefaBsystem
abgegeben wird. Wasser und Chlorid kénnen entlang dem aufgebauten
elektrochemischen Gradienten folgen (Barres et al., 1990a, Sontheimer,
1994, Takumi et al., 1995).

Neuere Studien in der Retina lassen eine differenzierte Aufgabenteilung
verschiedener K —Kanale vermuten. Miullerzellen exprimieren in den
Membranbereichen, die an das Neuropil grenzen, verstarkt K;2.1. K;4.1
wird vorwiegend auf den EndfiBen der Mullerzellen in Kontakt mit dem
Glaskdrper und mit BlutgefaBen nachgewiesen (Kofuji et al., 2002). Auf
Basis der Verteilung und elektrophysiologischen Charakteristiken der
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beiden Kj -Kanale wurde postuliert, dass Kalium im Neuropil von den
Mullerzellen Gber K;2.1 aufgenommen und Uber Ki4.1 an BlutgefédBe oder
in den Glaskdrper abgegeben wird (Kofuji et al., 2002). Andere Studien
schlagen vor, dass Kalium in die Mdallerzellen Gber Ki4.1/K;5.1-
Heteromere aufgenommen werden kénne, wahrend die Abgabe Uber
Ki4.1-Homomere erfolgen soll (Ishii et al., 2003). K;4.1/K;5.1-Heteromere
sind im Gegensatz zu Kj4.1-Homomeren stark sensibel gegenlber
Veranderungen des intrazellularen pH-Werts. Diese Eigenschaft
beglnstigt die Aufnahme von Kalium im Bereich des Neuropils (Ishii et al.,
2003, Hibino et al., 2004). Es gibt jedoch kontroverse Studien hinsichtlich
der Expression von K;5.1 in der Retina (Kofuji et al., 2002, Raap et al.,
2002). Studien an der ischamischen Retina (landiev et al., 2006) lassen
weiterhin vermuten, dass K;2.1 in der Kaliumaufnahme durch Miillerzellen
eher relevant ist als Ki4.1/K;5.1-Heteromere.

2.3. Kaliumabhangige Regulation der astroglialen
Zellanschwellung

Die Funktionalitat des ZNS ist entscheidend abhangig von der Kontrolle
des lonenmilieus. Astrozyten sind in der Lage, extrazellulare
Veranderungen der einzelnen lonenkonzentrationen und Osmolaritat
wahrzunehmen und auf diese zu reagieren. Sie beantworten einen Abfall
der extrazellularen Osmolaritadt mit einer Volumenzunahme. Eine
dauerhafte Zellanschwellung ware fatal. Die Zellarchitektur und damit die
strukturellen Aufgaben der Astrozyten werden durch die Schwellung
beeintrachtigt (Hallows et al., 1996). Durch die Veranderung des
Transmembran-Gradienten werden die vielfaltigen regulatorischen und
modulatorischen Funktionen der Astrozyten negativ beeinflusst. Die
Schwellung fihrt weiterhin zu einer Reduktion des zerebralen Blutflusses,
wodurch es zu einer Sauerstoff- und Né&ahrstoffunterversorgung des
Gewebes kommt. Astrozyten verfligen Uber komplexe
Regulationsmechanismen, um ihr Ausgangvolumen wieder herzustellen
(Pasantes-Morales et al., 1993, Moran et al., 1994, Pasantes-Morales et
al., 1994a, Pasantes-Morales et al., 1994b). Diesen Prozess bezeichnet
man als regulatorische Volumenreduktion (RVD, regulatory volume
decrease) (siehe Reviews von Pasantes-Morales, 1996, Lang et al., 1998,
O'Neill, 1999).

Kir -Kandle koénnten eine Rolle bei den Volumen-regulatorischen
Prozessen innerhalb der Astrozyten spielen. Die Aufnahme von Kalium
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bei dem postulierten Mechanismus der Kaliumpufferung flhrt durch die
Veranderung des osmotischen Gradienten zwischen Intra- und
Extrazellularraum zu einer kompensatorischen Wasseraufnahme. Ebenso
ware es denkbar, dass die Abgabe von Kalium Uber K; zur
Volumenreduktion nach Schwellung beitragen kdnnte. Die Bewegung von
Wasser erfolgt passiv in Abhangigkeit vom osmotischen Gradienten. K; -
Kanéle selbst erlauben keinen (signifikanten) Transport von Wasser.
Bereits in den 50er Jahren wurde postuliert, dass der schnelle Transport
von Wasser Uber die Zellmembran nicht allein durch Diffusion (Sidel und
Solomon, 1957), sondern vielmehr durch einen Kanal-vermittelten
Transport zu erklaren sei.

2.3.1. Koexpression von K;4.1 und Aquaporin 4

Die Existenz von Wasserkanélen, heute Aquaporine (AQP) genannt,
wurde erstmalig in der Membran roter Blutkérperchen nachgewiesen
(Agre et al., 1987, Denker et al., 1988). Mittlerweile sind 11 verschiedene
Subtypen (AQPO0-10) in Saugetieren bekannt. Verkman et al., 2005 listen
in ihrem Review 13 Subtypen unter Einbezug der kirzlich entdeckten
Gene fir zwei AQP-ahnliche Kanale (AQP11 und AQP12) auf. Diese
unterscheiden sich von den bekannten AQP v.a. durch eine spezielle
Sequenz in einem charakteristischen Aminosauremotif der AQP aus. Ein
AQP-Kanal ist aus einer Polypeptidkette aufgebaut, die die Membran 6-
mal durchspannt und eine zentrale Pore bildet. Fir AQP1 konnte gezeigt
werden, dass dieser Kanal Tetramere bildet (Verbavatz et al., 1993),
dieser Aufbau wird auch fir die anderen AQP angenommen. Jede
Untereinheit des Tetramers bildet dabei eine seperate Wasserpore. Auf
Basis ihrer Sequenz und Funktion werden die AQP in den meisten
Studien in zwei Unterfamilien unterteilt. Dies sind Aquaporine, die
hauptsachlich permeabel fir Wasser sind und Aquaglyzeroporine, die
zusatzlich permeabel einige kleine geldste Stoffe, insbesondere Glycerol,
sind. Im ZNS von Nagetieren ist die Expression von AQP1, 3, 4, 5, 8 und
9 beschrieben (siehe Review von Badaut et al., 2002). AQP4 ist im ZNS
quantitativ am haufigsten exprimiert und am besten untersucht. Es wird
primar auf Astrozyten detektiert, auch auf Endothelzellen und
Ependymzellen, nicht aber auf Neuronen (Nielsen et al., 1997, Nagelhus
et al., 1998). AQP4 zeigt eine polarisierte Expression. Es wird vornehmlich
auf Fortsatzen der Astrozyten nachgewiesen, die sich in der Nahe von
Kapillaren, im Neuropil oder nahe der Hirnhdaute befinden (Nielsen et al.,
1997). Interessanterweise zeigen Ki4.1 und AQP4 in einigen Geweben
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eine sehr dhnliche Verteilung. Zum Beispiel konnte in der Membran der
Mullerzellen der Retina eine starke und kolokalisierte Expression von
Ki4.1 und AQP4 in den Fortsatzen gezeigt werden, die BlutgefaBe
umgeben oder in der Nahe des Ubergangs zum Glaskérper verlaufen
(Nagelhus et al., 1998). Kiy4.1 und AQP4 werden dort zusammen in einem
Multiproteinkomplex, dem  Dystrophin-Glykoprotein-Komplex (DGC,
dystrophin glycoprotein complex), exprimiert und positioniert, wobei sie
aber vermutlich unabhangig voneinander Uber unterschiedliche
Mechanismen in diesen Komplex integriert werden (Connors et al., 2004,
Guadagno und Moukhles, 2004, Nagelhus et al., 2004, Noel et al., 2005,
Connors und Kofuji, 2006). Die Koexpression der beiden Kanalproteine
fihrte mehrere wissenschaftliche Gruppen zu der Hypothese, dass der
Transport von Kalium dber Ki4.1 und Wasser tber AQP4, zumindest in
der Retina, funktionell gekoppelt sei. Der experimentelle Beweis hierflr
wurde jedoch bisher nicht erbracht.

2.3.2. Bedeutung von K;4.1 bei der glialen Zellschwellung im ZNS

Die Anschwellung von Gliazellen ist eine zentrale Ursache der Ausbildung
zerebraler Odeme. Klassisch wird zwischen zwei Formen von Hirnédemen
unterschieden: vasogen und zytotoxisch (Klatzo, 1967).
Pathophysiologisch treten das vasogene und zytotoxische (in der neueren
Literatur als zelluldres Odem bezeichnet) Odem in der Regel nie in ihrer
Reinform auf. Beide Phanomene beruhen auf einem Ungleichgewicht im
Wassertransport, die molekularen Mechanismen und Konsequenzen
unterscheiden sich jedoch und sind bisher nicht vollstandig erforscht.

Das vasogene Odem zeichnet sich primar durch den Zusammenbruch der
Blut-Hirn-Schranke und einer damit verbundenen Akkumulation von
Flussigkeit inklusive Plasmabestandteilen im Extrazellularraum aus.
Astrozyten nehmen Plasmaproteine und Uberschissige Elektrolyte auf
und erhalten so die neuronale Homdostase. Sekundar kann es zu einer
Zellanschwellung von Astrozyten kommen, da der Stoffaufnahme ein
osmotischer Wassereinstrom folgt. Beim zelluldren Odem ist die
intrazellulare Akkumulation von FlUssigkeit das primare Charakteristikum
und tritt unabhangig von einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke auf.
Auch Neurone, aber vorwiegend Astrozyten sind betroffen. Ausgelést wird
das zelluldare Odem, in Kombination oder einzeln, durch eine erhdhte
Permeabilitdt der Zellmembran fur Natrium und Kalium, ein Energiedefizit
durch eine Beeintrachtigung der Na*'/K*-ATPase oder eine anhaltende
Aufnahme osmotisch wirksamer Substanzen. Das veranderte osmotische
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Gleichgewicht zwischen Extra- und Intrazellularraum fihrt zu einem
Einstrom von Wasser in die Zelle (siehe Reviews von Kempski, 2001,
Kimelberg, 2004, Papadopoulos et al., 2004, Unterberg et al., 2004).

In der Literatur der letzten Jahre finden sich vermehrt Hinweise darauf,
dass Veradnderungen im Expressionsmuster von Kj4.1-Kanédlen
moglicherweise an der osmotischen Zellschwellung bei
Krankheitsprozessen mit Odembildung beteiligt sein kénnten. In der
Retina wird die Expression von Kj4.1-Kanédlen in Mdallerzellen nach
transienter Ischamie reduziert. Dies wurde auch bei retinalen Odemen
beobachtet, die durch Entzindung ausgelést werden (Pannicke et al.,
2005a, Pannicke et al.,, 2005b). Astrogliale Tumore der Klasse WHO2
(WHO, world health organisation) zeigen eine Umverteilung von K;4.1,
was mit einem milden zellularen Odem korreliert ist. In Glioblastomen der
Klasse WHO4 kommt es zusétzlich zu einer Redistribution von AQP4
(Warth et al., 2004, Warth et al., 2005). Saadoun et al., 2003 zeigten eine
Hochregulation von Kj4.1 und AQP4 unter verschiedenen
pathophysiologischen Bedingungen und stellten die Hypothese auf, dass
Kaliumpufferung und Wassertransport unter physiologischen Bedingungen
gekoppelt sind und bei der Odementstehung entkoppelt werden.

Sehr eindrucksvoll wurde die putative Rolle von Ki4.1 beim retinalen
Odem aufgezeigt. In postischamischen Miillerzellen ist eine Reduktion von
Kird.1 sowohl elektrophysiologisch, proteinbiochemisch und
immunhistochemisch detektierbar (Pannicke et al., 2004, Pannicke et al.,
2005a, Pannicke et al., 2005b, landiev et al., 2006, Wurm et al., 2006a,
Wurm et al., 2006b). Die Expression des stark einwarts-gleichrichtenden
Ki2.1 Kanals ist unverandert (landiev et al., 2006). Die Reduktion von
Ki4.1 geht mit Ausbildung eines zellularen Odems in Miillerzellen einher.

Bringmann et al., 2005 postulierten ein Modell zur Anschwellung von
Mullerzellen nach einer Ischamie, dass z.T. auf dem von Kofuiji et al., 2000
gezeigten Expressionsmuster der beiden Kanale K;4.1 und K;2.1 basiert
(Abb. 7, Normalzustand, vergleiche Abschnitt 2.2.2.). Unter ischamischen
Bedingungen kommt es zu einer Ubererregung der Neurone, diese setzen
groBe Mengen Glutamat und Kalium frei, was zur Offnung neuronaler
Natriumkanale flhrt, Gber welche Natrium in die Neurone gelangt. Dies
I6st einen osmotischen Nachstrom von Wasser aus und resultiert in einer
Anschwellung der Neurone (Abb. 7, Ischédmie ). Der persistente
Natriumeinstrom in die Neurone und die erhdhte extrazellulare
Kaliumkonzentration bewirken eine chronische Depolarisation der
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Neurone (Abb. 7, Ischamie Il), wodurch spannungsgesteuerte
Kalziumkanale geoffnet werden. Kalzium strémt in die Neurone und 16st
den apoptotischen Zelltod der Neurone aus. In der postischamischen
Retina sind die auswarts-gerichteten Kaliumstréme stark vermindert
(Pannicke et al., 2005a). Dies wird ausgel6st durch die Reduktion des
Kii4.1-Kanalproteins (Pannicke et al., 2004). Da die Menge der K;2.1-
Kanale unverandert bleibt, kann Kalium weiter in die Zellen aufgenommen
werden. Dadurch kommt es zu einer Akkumulation von Kalium in den
Mullerzellen, die dieses aufgrund des Mangels an K;4.1-Kanalen nicht
freisetzen kénnen. Wasser strémt durch den aufgebauten osmotischen
Gradienten in die Mullerzellen ein, wodurch es zu einer Zellanschwellung
kommt (Abb. 7, Postischamie).

Normalzustand

A Synapse
Blutgefan 1\
Miillerzelle

Ischamie Il Postischiamie

K o Ca*

Apoptose
0 K 4.1-Kanal @ Natriumkanal
@ AqQPsKanal  Kalziumkanal
@ K 2.1-Kanal

Abb. 7: Schematische Darstellung der Rolle von K;4.1 bei der Schwellung von
Millerzellen in der postischdamischen Retina. Die Erklarung des gezeigten Modells
findet sich im obigen Text. Neurone sind zur Vereinfachung nur durch Darstellung einer
Synapse reprasentiert. K* = Kaliumionen, Na* = Natriumionen, Ca®* = Kalziumionen, H,0
= Wasser (verandert tibernommen aus Bringmann et al., 2005)
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2.4. Amyotrophe Lateralsklerose: Ursachen und
Mechanismen

Stérungen der Expression und Funktion sowie strukturelle Abberationen
von lonenkanalen sind mit einer Vielzahl pathologischer Prozesse
assoziiert (Abraham et al., 1999, Benatar, 2000, Neusch et al., 2003,
Graves und Hanna, 2005) und kdnnen auch bei neurodegenerativen
Erkrankungen eine Rolle spielen. So sind z.B. Veranderungen in der
Expression von Natriumkanéalen im Kleinhirn bei der Multiplen Sklerose
beschrieben (siehe Reviews von Waxman et al., 2000, Waxman, 2005).

Aufgrund der vielféltigen Funktionen, die K -Kanale Ubernehmen ist es
nahe liegend, dass auch sie eine Rolle bei Erkrankungen des ZNS spielen
kénnen. Es gibt Hinweise darauf, dass K -Kanale bei der Entstehung von
Epilepsie beteiligt sind (Bordey und Sontheimer, 1998, Schroder et al.,
2000, Schroder et al.,, 2002, Steinhauser und Seifert, 2002). Eine
chronische Ubererregung von Motoneuronen wird bei der Amyotrophen
Lateralsklerose (ALS) diskutiert. Eine beeintréachtigte Kaliumhomdostase
kdnnte zu einer solchen Ubererregung beitragen. Die Untersuchung von
Ki4.1 in einem Mausmodell flir die ALS war daher ein weiterer wichtiger
Punkt der vorliegenden Dissertation.

Das Krankheitsbild der ALS, auch bekannt unter dem Namen Lou
Gehrig’s Krankheit (nach dem 1941 verstorbenen deutschstdmmigen US-
Baseball-Spieler Heinrich Ludwig ,Lou’ Gehrig) wurde 1869 erstmals von
dem franzdsischen Neurobiologen Jean Martin Charcot beschrieben
(Charcot und Joffray, 1869). Die ALS ist die haufigste motorische
Systemerkrankung mit einer jahrlichen Neuerkrankungsrate (Inzidenz) von
etwa 1-3/100000 Einwohnern pro Jahr (Annegers et al., 1991, McGuire et
al., 1996, Traynor et al., 1999, Walling, 1999), die mit zunehmendem Alter
ansteigt. Durchschnittlich sind etwa 4-6/100000 Menschen an ALS
erkrankt (Pravalenz). ALS ist derzeit nicht heilbar. Es gibt
physiotherapeutische Ansétze, die zu einer Verbesserung des Befindens
beitragen. Weiterhin sind Medikamente (z.B. Riluzol) im Einsatz, die zu
einer geringfligigen Verlangsamung des Krankheitsverlaufs fuhren.
Neuere Studien befassen sich mit der Mdglichkeit gentherapeutischer
MaBnahmen zur Gabe neurotrophischer Faktoren oder Stammzelltherapie
(siehe Review von Hedlund et al., 2007).

Symptomatisch auBert sich die ALS anfanglich durch erhéhte Mldigkeit,
Krampfe und Muskelschwache. Es kommt 2zu unkontrollierten
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Muskelzuckungen (Faszikulationen), (bersteigerten Reflexen (z.B.
Kaumuskelreflex) und Muskelschwund (Atrophie). In der Regel beginnt die
Krankheit lokal mit einer einseitigen Schwachung von Unterarm und Hand,
seltener auch der Beine und setzt sich dann progressiv fort. Die
SchlieBmuskeln von Blase und Darm sowie die Augenmuskeln (auBer in
sehr seltenen Fallen) sind im Verlauf der Erkrankung nicht betroffen. In
den Endstadien fihrt meistens die L&hmung der Atemmuskulatur, oft
einhergehend mit einer Lungenentziindung, zum Tod. Die Uberlebenszeit
ist unterschiedlich, sie liegt zwischen wenigen Monaten und 3-5 Jahren, in
seltenen Faéllen langer (Guiloff und Goonetilleke, 1995, Westarp, 1995,
Dengler et al., 1999, Dengler, 2003, Meyer, 2007).

Motorkortex

=3 oropharyngeal
\\ f/’ Muskel

; ﬁ b Hirnstamm

o 4 : zervikales

/0 & Motoneuron Ruckenmark
Hirmstamm ¢

=~ thorakales

Rickenmark
Ruickenmark
lumbales

Rickenmark

somatisches
Motoneuron

Abb. 8: Motoneurone sind bei der ALS selektiv betroffen. Die Degeneration von
Motoneuronen des motorischen Kortex flihrt zu Spastik, gesteigerten Reflexen, erhéhtem
Muskeltonus und Babinski-Reflex (pathologischer Reflex). Degeneration der zweiten
Motoneurone (Hirnstamm und Rickenmark) fihren v.a. zu Muskelschwache und
Atrophie sowie Muskelkrampfen und Faszikulationen. Bei einigen Formen der ALS
beginnt diese anfanglich mit Behinderungen der Kau- und Sprechmuskulatur (Bulbar).
(verandert Gbernommen aus Rowland und Shneider, 2001)

Auf zellularer Ebene ist die Krankheit spezifisch durch eine Degeneration
von Motoneuronen der Hirnrinde (primarer motorischer Kortex), des
Hirnstamms und des Rickenmarks (sog. zweites motorisches Neuron)
charakterisiert (Tandan und Bradley, 1985a, Tandan und Bradley, 1985b).
Die phanotypische Symptomatik ist verschieden, je nachdem welches
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System starker betroffen ist. Der Zellverlust wird in unterschiedlichem
AusmalB begleitet von einer massiven Astrogliose (Leigh und Swash,
1991), einer abnormen Struktur von Neurofilamenten und intrazellularen
Proteinablagerungen (Carpenter, 1968, Hirano et al., 1984a, Leigh et al.,
1991, Gonatas et al., 1992). Spéatere Stadien zeichnen sich durch den
Verlust von Myelinfasern in den Kkortikospinalen Trakten und der
Ventralwurzel aus (Delisle und Carpenter, 1984).

ALS ist eine komplexe, multifaktorielle Krankheit, die durch
Zusammenwirkung genetischer und Umwelt-assoziierter (Risiko-)Faktoren
bedingt ist und deren Ursache bisher nur ansatzweise verstanden ist. Es
werden mehrere Mechanismen der Motoneurondegeneration diskutiert,
darunter oxidativer Stress, mitochondriale Schadigungen, Misorganisation
des Zytoskeletts, Beeintrachtigung des intrazellularen Transports,
Proteinablagerungen, entzindliche Prozesse, Reduktion von
Wachstumsfaktoren sowie Beeintrachtigung der Motoneuron-Glia
Interaktion und der extrazellularen Glutamathomdostase (Westarp, 1995,
Shaw und Ince, 1997, Dengler et al., 1999, Beckman et al., 2001,
Watanabe et al., 2001, Howland et al., 2002, Dengler, 2003, Guegan und
Przedborski, 2003, Van Den Bosch et al., 2006).

2.4.1. Genetische Faktoren bei der ALS

Man unterscheidet zwischen der sporadischen ALS (90-95% der ALS
Falle), bei der die Krankheit ohne ersichtlichen erblichen Hintergrund
auftritt und der erblichen familiaren ALS (FALS, 5-10% der ALS Félle).
Klinisch sind diese beiden Formen nahezu nicht zu unterscheiden, obwohl
es Unterschiede in der Pathologie gibt. Verdnderungen des genetischen
Materials sind sowohl fir die sporadische ALS als auch FALS (siehe
Review von Gros-Louis et al., 2006) beschrieben. Es ist jedoch ungeklart,
ob die bei der ALS gefundenen Mutationen ursachlich an der
Krankheitsentstehung beteiligt sind. Dennoch bietet die genaue Analyse
genetischer Variationen mdéglicherweise eine Grundlage zur Entwicklung
spezifischer Therapien, denn die betroffenen Mechanismen sind ggf. auch
bei einer nicht vererbbarer Erkrankung relevant.

Zurzeit sind Mutationen in 11 Genloci in Familien oder Einzelféllen
beschrieben, die mit der Entstehung von ALS in Verbindung gebracht
werden (siehe Reviews von Boillee et al., 2006, Gros-Louis et al., 2006,
Neusch et al., 2007). Es werden dabei verschiedene Auspragungen der
ALS und ALS-assoziierter Erkrankungen unterschieden: Die klassische
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Form mit einer im hohen Alter einsetzenden Motoneurondegeneration,
jugendliche Formen mit friih einsetzender Erkrankung (juvenile ALS), mit
Demenz-assoziierte Formen wie ALS-FTD (FTD, frontotemperale
Demenz) und ALS-FTDP (FTD mit Parkinson) und atypische Formen, wie
die progressive LMD (lower motorneuron disease).

Etwa 20% der FALS-Falle (Rosen et al., 1993, Pramatarova et al., 1995,
Andersen et al., 1997, Cudkowicz et al., 1997, Orrell et al., 1997, Orrell et
al., 1999) und 2-7% der sporadischen ALS-Falle (Jones et al., 1994a,
Jones et al., 1994b, Andersen et al., 1995, Jackson et al., 1997) sind mit
Mutationen auf dem Chromosom 21 assoziiert (Siddique et al., 1989,
Siddique et al., 1991). Die Mutationen liegen innerhalb des Gens, welches
fir das Enzym Kupfer/Zink-Superoxid-Dismutase (SOD1) kodiert (Rosen
et al., 1993). Es sind bisher 120 Mutationen im SOD1-Gen bekannt, die
mit der Entstehung von ALS in Verbindung gebracht werden (aktuelle
Informationen unter alsod.org). SOD1 ist ein homodimeres Protein mit
einem Molekulargewicht von 32 kD, welches ubiquitar im Zytosol, Kern
und Intermembranbereich der Mitochondrien lokalisiert ist (siehe Review
von Shaw, 2005). Jedes Monomer bindet ein Zinkatom und ein
Kupferatom, die Monomere sind mittels einer Disulfidbriicke verbunden.
Die Oxidoreduktase ist ein Enzym des antioxidativen Abwehrsystems der
Zellen und katalysiert vornehmlich (Singh et al., 1998) die Umwandlung
von Superoxid zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid (Fridovich, 1986,
Halliwell und Gutteridge, 1999), wobei das gebundene Kupfer zunachst
reduziert und anschlieBend oxidiert wird. Das bei der Reaktion
entstehende Wasserstoffperoxid wird von dem Enzym Katalase zu
Wasser und Sauerstoff umgesetzt.

Zur Untersuchung der Toxizitdt der mutierten SOD1 (mSOD1) wurden
verschiedene transgene Mausmodelle entwickelt. Es handelt sich dabei
um die SOD1-Mutanten G85R, G37R, und G93A, bei denen Glyzin gegen
Arginin bzw. bei der G93A-Mutante gegen Alanin ausgetauscht ist
(Gurney, 1994, Ripps et al., 1995, Wong et al., 1995, Bruijn und
Cleveland, 1996). Entgegen dem klinischen Verlauf der ALS beim
Menschen sind die ersten Symptome im Tiermodell in einer Schwachung
der Hinterbeine zu finden, je nach Mausmodell beginnend in einem Alter
von 3-12 Monaten. Dies geht einher mit einer mehr oder weniger starken
Astrogliose, Aktivierung von Mikroglia und Degeneration von
Motoneuronen. Trotz der zunachst symptomatischen Unterschiede ist die
Pathologie im Tiermodell der menschlichen ALS in vielen Punkten sehr
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ahnlich (siehe Review von Bruijn et al., 2004). Daher eignen sich die
Mausmodelle als Untersuchungssystem fir die Analyse der molekularen
Veranderung der Erkrankung. Neben diesen Mausmutanten wird mit
SOD1-KO-Mausmodellen und in vitro Systemen (Transfektion von
mSOD1) gearbeitet.

Es qibt eine Vielzahl an Hypothesen bezlglich des veranderten
Wirkungsspektrums der mSOD1. Dazu zahlen u.a. oxidative
Schéadigungen, Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion, Stérung
des proteasomalen Abbaus durch Akkumulation von mSOD1 und die
Beeintrachtigung der extrazellularen Glutamathomdostase (Roy et al.,
1998, Kruman et al., 1999, Trotti et al., 1999, Jaarsma et al., 2001,
Howland et al., 2002, Liu et al., 2004). Es kann ausgeschlossen werden,
dass Mutationen, die zu einem Funktionsverlust des Enzyms flihren, an
der Entstehung der Pathologie SOD1-assoziierter ALS beteiligt sind
(Gurney et al.,, 1994, Cleveland und Liu, 2000, Beckman et al., 2001).
Dies wird dadurch bestatigt, dass SOD1-KO Mause keine Motoneuron-
Erkrankung entwickeln (Chan et al., 1990, Dal Canto und Gurney, 1994,
Reaume et al., 1996). Vermutlich erlangt die mSOD1 neue, toxische
Funktionen (gain of function Mutation). Da es sich um ein Enzym des
antioxidativen Schutzsystems handelt, liegt die Vermutung nahe, dass die
Mutationen eine Funktionsumkehrung bewirken und zu einer vermehrten
Produktion zelltoxischer, reaktiver Sauerstoffverbindungen flhren
(Wiedau-Pazos et al., 1996, Beal et al., 1997, Bruijn et al., 1997a, Crow et
al., 1997, Estevez et al., 1999). In verschiedenen experimentellen
Ansatzen konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die Toxizitat der
mSOD1 nicht primar durch oxidative Schadigungen ausgeldst wird (siehe
Review von Cleveland und Rothstein, 2001).

Eine weitere Hypothese geht davon aus, dass intrazellulére
Proteinaggregate von mSOD1 toxisch wirken kdnnten (Bruijn et al.,
1997b, Bruijn et al., 1998, Watanabe et al., 2001, Hart, 2006). mSOD1
Ablagerungen wurden in Neuronen und z.T. auch in Astrozyten in
Mausmodellen nachgewiesen (Bruijn et al., 1998). Es wird vermutet, dass
Ablagerungen oder fehlgefaltete Proteine den proteasomalen Abbau
beeintrachtigen bzw. Uberlasten. Sie kdénnten an Hilfsproteine des
proteolytischen Abbaus und der Proteinfaltung binden und diese so ihrer
eigentlichen Funktion in der Zelle entziehen. Ein in vitro Modell lieferte
Hinweise, die diese Vermutung unterstitzen. mSOD1 induzierte in diesem
Modell die spezifische Ausbildung von toxischen Proteinaggregaten in
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Motoneuronen. Die Erhéhung der Level des Hitzeschockproteins HSP70
(Hilfsprotein flr das Protasom) konnte die Aggregatbildung und Toxizitat
reduzieren (Durham et al., 1997, Bruening et al., 1999). Auch nicht
mSOD1-assoziierte ALS geht in vielen Fallen mit Proteinablagerungen
(z.B. Ubiquitin) einher, so dass diese mdglicherweise ein zentraler Punkt
der Erkrankung sein kénnten. Es ist jedoch, wie auch bei anderen
Erkrankungen, die mit Proteinablagerung assoziiert sind bisher unklar, ob
Ablagerungen die Erkrankung initiieren oder sekundar auftreten.

Fir Motoneuron-Erkrankungen sind weiterhin Mutationen in den Genen
fir die Proteine Alsin, Senataxin und VAPB (VAPB, (vesicle-associated
membrane protein)-associated protein B) beschrieben, flr die es bisher
noch keine Tiermodelle =zur Untersuchung gibt. Alsin ist ein
Nukleotidaustauschfaktor fiir GTPasen (Bischoff und Ponstingl, 1991,
Hentati et al., 1994, Hentati et al., 1998, Yang et al., 2001) und hat
wahrscheinlich eine regulatorische Funktion in der Organisation des
Zytoskeletts und des Vesikeltransports (Otomo et al., 2003, Kunita et al.,
2004). Senataxin ist vermutlich an der RNA-Prozessierung beteiligt (Chen
et al.,, 2004). VAPB spielt u.a. eine Rolle bei Transportvorgangen
zwischen dem Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat
(Nishimura et al., 2004a, Nishimura et al., 2004b, Nishimura et al., 2005).

Mutationen in den Genen flr zytoskelettale  Struktur- und
Transportproteine, wie Neurofilamente, Peripherin und Dynactin, werden
als weitere Risikofaktoren flr die Entwicklung von ALS angesehen, wobei
deren Relevanz bei der Erkrankung kontrovers diskutiert wird. Ein
abnormaler Aufbau und eine Ansammlung von Neurofilamenten ist bei
FALS, sporadischer ALS (Carpenter, 1968, Chou und Fakadej, 1971,
Hirano et al., 1984b, Hirano, 1991, Garcia et al.,, 2006) und SOD1-
transgenen Mausmodellen beschrieben (Dal Canto und Gurney, 1994,
Gurney et al, 1994, Bruijn et al, 1997b). Mutationen des
Transportproteins Dynactin in der Untereinheit p150 flhren zu einer
Degeneration von Motoneuronen im Tiermodell (LaMonte et al., 2002,
Hafezparast et al., 2003) und kdnnen bei einer atypischen Form der ALS
(Puls et al, 2003) nachgewiesen werden. Weiterhin I6st die
Uberexpression der Hauptisoform des Intermediarfilamentproteins
Peripherin in Mausmodellen eine Degeneration von Motoneuronen aus,
die mit einer abnormalen Strukturierung des NF-Netzwerks assoziiert ist
(Beaulieu et al., 1999). Auch Mutationen der angiogenetischen Proteine
VEGF (VEGF, vascular endothelial growth factor) und Angiogenin werden
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als Risikofaktoren in der ALS angesehen. Eine genauere Ubersicht zu
Mutationen, die mit ALS assoziiert sind, findet sich in Review-Artikeln
(Shaw, 2005, Boillee et al., 2006, Gros-Louis et al., 2006, Neusch et al.,
2007).

Neben genetischen Faktoren werden Umwelteinflisse (chronische
Exposition gegenulber Neurotoxinen, Schwermetallen),
Autoimmunreaktionen und virale Infektionen als Ursache der ALS
diskutiert (Johnson und Brooks, 1984, Roelofs-lverson et al., 1984,
Spencer et al., 1986, Drachman und Kuncl, 1989, Appel et al., 1995,
Smith et al., 1996, Cox und Sacks, 2002). Weiterhin wird die Reduktion
von Expression und Funktion astroglialer Glutamat-Transporter als eine
mdgliche Ursache der Erkrankung angesehen. Dieser wichtige Aspekt
wird in den folgenden Abschnitten genauer betrachtet.

2.4.2. Gliazellen und ALS: Die Umgebung der Motoneurone spielt
eine wichtige Rolle

Die massive Degeneration von Motoneuronen im Verlauf der ALS flhrte
zundchst dazu, die Krankheit ausschlieBlich auf pathologische
Veranderungen in diesem Zelltyp zurlckzufiihren. Heute ist jedoch
bekannt, dass auch Einflisse aus umliegenden Zellen einen groBen
Einfluss auf den Untergang der Motoneurone haben. In zwei
unabhangigen  Arbeiten  mit  verschiedenen = SOD1-transgenen
Mausmodellen (G37R, G93A, G85R) konnte gezeigt werden, dass eine
ausschlieBlich neuronale Expression der mSOD1 in dem untersuchten
Zeitfenster von bis zu 1.5 Jahren nicht zu einer Degeneration von
Motoneuronen fihrt (Pramatarova et al., 2001, Lino et al., 2002). Eine
sehr eindrucksvolle Studie an Mauschimaren beschreibt, dass
Motoneurone, die mSOD1 exprimieren, aber von nicht-neuronalen Zellen
mit dem unmutierten Enzym umgeben sind, vor dem Tod bewahrt werden
kénnen. Nicht-neuronale Zellen, die mSOD1 exprimieren und mit
Motoneuronen benachbart sind, die das unmutierte Enzym bilden, kénnen
die Degeneration dieser Motoneurone auslésen (Clement et al., 2003).

In Geweben von ALS-Patienten und in transgenen Mausmodellen kann
eine Proliferation und Aktivierung von Mikroglia gezeigt werden
(Engelhardt und Appel, 1990, Kawamata et al., 1992, Ince et al., 1996,
Hall et al., 1998, Alexianu et al., 2001, Henkel et al., 2004). Diesen Zellen
wird eine wichtige Relevanz in der Progression der Erkrankung
zugeschrieben (siehe Review von McGeer und McGeer, 2002). Aktivierte
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Mikrogliazellen setzen proinflammatorische Zytokine, wie z.B. TNF-a und
Interleukine, Glutamat und reaktive Sauerstoffspezies frei, die direkt oder
indirekt neurotoxisch wirken kénnen (Alexianu et al., 2001, Almer et al.,
2002, Hensley et al., 2002, zur Rolle der Mikroglia in der ALS siehe auch
Review von Neusch et al., 2007).

Astrozyten interagieren komplex mit Neuronen (siehe Abschnitt 2.1.).
Sowohl in menschlichen Geweben als auch in mSOD1-assoziierten
Mausmodellen ist eine reaktive Astrogliose beschrieben (Kushner et al.,
1991, Nagy et al.,, 1994, Hirano, 1996, Schipper, 1996, Bruijn et al.,
1997b, Hall et al., 1998, Howland et al., 2002). Diese Zellen setzen eine
Vielzahl von Mediatoren frei (siehe Review von Barbeito et al., 2004). Es
konnte nachgewiesen werden, dass Astrozyten durch Faktoren aktiviert
werden, die u.a. von geschadigten Motoneuronen freigesetzt werden
(Cassina et al., 2002, Cassina et al., 2005). So induziert die Abgabe von
Fibroblastenwachstumsfaktor 1 (FGF-1, fibroblast growth factor 1) aus
Motoneuronen die verstarkte Produktion von Nervenwachstumsfaktor
(NGF, nerve growth factor) durch Astrozyten. NGF ist ein Faktor, der das
Uberleben von Motoneuronen férdert, jedoch kann NGF abhangig vom
Rezeptor auch Zelltod auslésen. Geschadigte Motoneurone reexprimieren
den NGF-'Todesrezeptor' p75"'" (Neurotrophin p75-Rezeptor) (Ernfors et
al., 1989, Koliatsos et al., 1991, Seeburger et al., 1993). Dieser Rezeptor
wird entwicklungsabhangig nach der Erstellung dauerhafter synaptischer
Verbindung zwischen Motoneuron und Muskel herunterreguliert
(Carpenter, 1968). Ergebnisse in mSOD1-assoziierten-Modellen belegen,
dass Astrozyten Uber Freisetzung von NGF den apoptotischen Zelltod von
Motoneuronen auslésen kénnen (Pehar et al., 2004, Domeniconi et al.,
2007). NGF ist im Ruackenmark bei einigen ALS-Patienten erhéht (Anand
et al., 1995) und p75""" kann in Motoneuronen bei ALS-Patienten
nachgewiesen werden (Seeburger et al., 1993, Lowry et al., 2001).

Eine sehr wichtige Funktion der Astrozyten ist es, Neurotransmitter
aufzunehmen, die durch elektrisch aktive Neurone freigesetzt werden. Im
Rahmen der Pathologie der ALS wird dabei v.a. diskutiert, dass die
reduzierte Aufnahme des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat zu
degenerativen Prozessen in Motoneuronen beitragen kann. Der Begriff
Exzitotoxizitat (excitotoxicity) definiert die Uberstimulation von Rezeptoren
fir exzitatorische Aminosduren und die daraus resultierende neuronale
Degeneration (Olney, 1978). Klassisch wird dies durch eine Erhéhung der
extrazellularen Glutamatkonzentration auf 2-5 uM ausgelést oder, im Falle
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der langsamen Exzitotoxizitat, durch eine verstarkte Reaktion einer
geschwachten Postsynapse auf normale Glutamatmengen (siehe Reviews
von Meldrum und Garthwaite, 1990, Doble, 1999). Glutamat-Transporter
sind z.T. ebenfalls Kalzium-permeabel, so dass die verstarkte Aktivierung
der Rezeptoren zu einem Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration
beitrdgt, was mit degenerativen Prozessen in Verbindung gebracht wird
(Carriedo et al., 2000, Van Den Bosch et al., 2000, Urushitani et al.,
2001). Interessant ist, dass sowohl fiir ca. 60% der sporadischen ALS-
Falle und auch bei der FALS und in einigen Tiermodellen, wenn auch dort
kontrovers diskutiert, eine Reduktion des glialen Glutamat-Transporters
EAAT2/GLT1 beschrieben ist (EAAT2, excitatory amino acid transporter 2,
im Tier auch GLT1, glutamate transporter 1) (Rothstein et al., 1995, Fray
et al., 1998, Sasaki et al., 2000, Bendotti et al., 2001, Deitch et al., 2002,
Howland et al.,, 2002). Erhdéhte Glutamatlevel konnten in der
Zerebrospinalflissigkeit von Patienten in einigen, aber nicht allen Studien
nachgewiesen werden (Perry et al., 1990, Rothstein et al., 1990, Shaw et
al., 1995) und kénnten mit der Erkrankung in Verbindung stehen. Die
Glutamat-Exzitotoxizitats-Hypothese wird dadurch untermauert, dass
SOD®®A  _Mause, die GLT1 (berexprimieren, einen verzogerten
Krankheitsbeginn zeigen (Guo et al., 2003). Mutationen im Gen fir
EAAT2/GLT1 konnten bisher nicht aussagekraftig mit der Erkrankung
korreliert werden, es werden =z.T. oxidative Schadigungen des
Transporters diskutiert (Blanc et al., 1998, Trotti et al., 1999, Rao et al.,
2003). Das verstarkte Auftreten einer speziellen Form der ALS in Guam in
Zusammenhang mit der Aufnahme eines AMPA-agonistischen
Neurotoxins (Spencer et al., 1986, Ross et al., 1987, Copani et al., 1991,
Cox und Sacks, 2002) und die Wirksamkeit des anti-exzitotoxischen
Medikaments Riluzol in der ALS Therapie (Bensimon et al., 1994,
Lacomblez et al., 1996, Mohammadi et al., 2001, He et al., 2002, Albo et
al., 2004) liefern weiterhin Beweise fir die Relevanz der Glutamat-
Exzitotoxizitat in der ALS.

Die Rolle der Oligodendrozyten in der ALS ist zurzeit weitgehend unklar
(siehe Review von Neusch et al.,, 2007), obwohl die Degeneration
myelinhaltiger Fasern in den kortikospinalen Trakten und Ventralwurzeln
(Delisle und Carpenter, 1984) schon langere Zeit bekannt ist.
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2.4.3. Erhohte Vulnerabilitat von Motoneuronen

Die komplexen pathologischen Veranderungen bei der ALS werfen die
Frage auf, weshalb vorwiegend Motoneurone im Verlauf der Erkrankung
degenerieren. Motoneurone sind anfalliger gegentber einer Erhdhung der
extrazellularen Glutamatkonzentration, da sie im Vergleich zu anderen
Neuronen einen geringeren Anteil der Untereinheit GIuR2 in ihren AMPA-
Rezeptoren exprimieren (Rothstein et al., 1993, Carriedo et al., 1996,
Saroff et al., 2000, Van Den Bosch et al., 2000), wodurch diese starker
Kalzium-permeabel sind (Hollmann et al., 1991, Gorter et al., 1997,
Pellegrini-Giampietro et al., 1997). Zusatzlich besitzen die in der ALS
betroffenen Motoneurone (nicht alle Motoneurone) nur geringe Mengen
Kalzium-bindender Proteine (Ince et al., 1993, Alexianu et al., 1994).
Diese beiden Faktoren tragen dazu bei, dass Motoneurone anfélliger
gegentber einer Kalzium-induzierten Apoptose sind (Palecek et al., 1999,
Vanselow und Keller, 2000, von Lewinski und Keller, 2005).
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Abb. 9: Die verschiedenen toxischen Effekte der mSOD1 bei der Degeneration von
Motoneuronen. (a) Gesunde Motoneurone im Rickenmark oder Hirnstamm erhalten
Signale von Interneuronen oder Neuronen aus dem Motorkortex und leiten diese an den
Muskel weiter. (b) Im Verlauf der Erkrankung aggregiert mSOD1 in Neuronen und
Astrozyten. Dies fiihrt zur Uberséttigung der Hilfsproteine fiir die Proteinfaltung und das
Proteasom. Der proteasomale Abbau wird Uberlastet. Die Organisation der
Neurofilamente und die Transportvorgange in Neuronen werden durch Proteinaggregate
beeintrachtigt. Caspase-1 wird aktiviert. (c) Der kombinierte Effekt von Inhibierung der
Hilfsproteine und dem Proteasom sowie die Behinderung zellularer Transportvorgange
schéadigen die Neurone chronisch. Axone und Myelin degenerieren. In Astroyzten kommt
es zu einer Reduktion der Aktivitdt und/oder Expression astrozytarer Glutamat-
Transporter. Die extrazelluldre Glutamatakkumulation 16st exzitotoxische Phanomene
aus. Die exzitotoxischen Effekte und weiteren Schadigungen fiihren in Neuronen und
Astrozyten zur Aktivierung der Caspase-3, wodurch es letztendlich zum Absterben der
Motoneurone und Astrozyten kommt. (verandert Ubernommen aus Cleveland und
Rothstein, 2001)
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Weiterhin ist es denkbar, dass die stark metabolisch aktiven Motoneurone
sensibler auf oxidativen Stress und ihre langen Axone vulnerabler auf
zytoskelettale Veranderungen reagieren. Ein zuséatzlicher Risikofaktor ist,
dass Motoneurone groBe Mengen an SOD1 exprimieren (Pardo et al.,
1995, Shaw et al., 1997) und somit massiv den Folgen der Auswirkungen
von Mutationen des Enzyms ausgesetzt sind. Motoneurone gehéren
zudem zu den Zellen des ZNS, die sich in der Regel nicht mehr
replizieren, wodurch sich Schadigungen im Laufe der Zeit ansammeln. In
den mSOD1-assoziierten Formen der ALS sterben die Motoneurone sehr
wahrscheinlich apoptotisch Uber die Aktivierung der Caspase-Kaskade
(Martin, 1999). Es ist Gegenstand aktueller ALS-Forschung, ob
Motoneurone bei ALS generell einen apoptotischen Zelltod zeigen, da in
einigen Studien bei sporadischer ALS ein nicht-apoptotischer Zelltod
nachgewiesen wurde (He und Strong, 2000).
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3. Zielsetzung

Zielsetzung dieser Dissertation ist es, die Expression und Funktion der
Kii4.1-Untereinheit glialer einwarts-gleichrichtender Kaliumkanale (Kj) im
Rdckenmark der Maus zu untersuchen sowie die Bedeutung von K;4.1 in
einem transgenen Mausmodell der ALS zu verstehen.

Zunéchst sollte in einer Expressionsstudie die zeitliche und zellspezifische
Lokalisation von Kj4.1-Kanalen im Rlckenmark der Maus analysiert
werden. Transgen fluoreszierende Mause dienten der zellspezifischen
Proteinlokalisation.

In einem weiteren Ansatz erfolgte die Untersuchung der funktionellen
Bedeutung von K;4.1 fiir Zellschwellung (und Odembildung) in Astrozyten
durch einen kombinierten Einsatz transgener Maustechnologie und 2-
Photonen-Lasermikroskopie im Rickenmark der Maus.

Ein abschlieBender Schwerpunkt der Studie lag in der Untersuchung
eines etablierten Krankheitsmodells fir die neurodegenerative
Motoneuronerkrankung  Amyotrophe  Lateralsklerose. In  diesem
Krankheitsmodell sind astrogliale Zellen vermutlich entscheidend am
Zelltod von Motoneuronen beteiligt.

Im Detail sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1) Auf welchen Zelltypen und zu welchem Zeitpunkt ist die Ki4.1-
Kanaluntereinheit im Rickenmark exprimiert?

2) Welche Bedeutung haben K;4.1-Kanale fir die Kalium-gesteuerte
Volumenregulation astroglialer Zellen?

3) Ist das Kj4.1-Protein pathophysiologisch an der Entstehung der
Motoneurondegeneration im SOD1%%** -Mausmodell fiir die ALS
beteiligt?
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4. Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1. Chemikalien, Medien und Puffer

Standardlaborchemikalien wurden von handelstblichen Firmen wie
Amersham Biosciences, Freiburg; BD Falcon, Heidelberg; BioRad,
Minchen; Biozym, Hessisch Oldendorf; Carl Roth, Karlsruhe; Eppendorf,
Hamburg; Invitrogen, Karlsruhe; Merck, Darmstadt; Roche, Penzberg;
Serva, Heidelberg und Sigma-Aldrich, Seelze bezogen. Standardpuffer
und Lésungen wie PBS, TBST, TAE und Ringer-L6sung wurden aus den
jeweiligen Chemikalien selbst hergestellt. Gebrauchsfertige Puffer wurden
von PAA, Célbe und Invitrogen, Karlsruhe bezogen.

Zellkulturmedien (DMEM mit L-Glutamin, DMEM/Ham’s F12 mit L-
Glutamin) zur Kultivierung eukaryontischer Zellen stammten von PAA,
Coélbe. Vor Gebrauch wurden hitzeinaktiviertes (10 Minuten bei 37°C und
50 Minuten bei 56°C) fetales Kalberserum (FKS, PAA, Coelbe) und 1%
(v/v) Penizillin/Streptomyzin-Lésung (P/S = 100 U/ml Penizillin, 100 pg/ml
Streptomyzinsulfat, PAA, Coelbe) zugesetzt. Spezielle Zuséatze sind in den
jeweiligen Kapiteln aufgeflhrt.

4.1.2. Gebrauchswaren

Gebrauchswaren, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden bei
handelstblichen Firmen wie BD Falcon, Heidelberg; Eppendorf, Hamburg;
Greiner, Solingen; Nunc, Wiesbaden; Menzel-Glaser, Braunschweig;
Sartorius, Géttingen und Schott AG, Mainz bestellt.

4.1.3. Gerate

Soweit nicht anders angegeben wurden Standardlaborgerate der Firmen
Biometra GmbH, Géttingen; Dosch, Heidelberg; Eppendorf, Hamburg;
Heraeus, Hanau; Sartorius, Goéttingen; Schutt, Gottingen; VWR,
Darmstadt und Zeiss, Jena verwendet.

4.1.4. Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Invisorb-DNA Tissue HTS 96-Kit/ C Invitek, Berlin

Invisorb Spin Tissue Mini Kit Invitek, Berlin

QIlAamp DNA Mini Kit Qiagen, Disseldorf

BCA Kit Pierce, Rockford, IL, USA
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4.1.5. Sterilisation

Die Sterilisation von Lésungen und Gebrauchsmaterialien erfolgte sofern
erforderlich im Dampfdruckautoklaven fir 20 Minuten bei 121°C und ca.
10° Pascal. Hitzeempfindliche Lésungen wurden sterilfiltriert
(Porengrésse: 0.1 — 0.2 um).

4.1.6. Verwendete Mauslinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Mause wurden in der Tierhaltungseinheit
des Max-Planck-Instituts (MPI) fir Experimentelle Medizin, Géttingen
gezlchtet und entsprechend den deutschen und den Richtlinien der
Europaischen Union fir Versuchstiere gehalten. Wildtypmause wurden
entweder in der Tierhaltungseinheit gezlchtet oder von Charles River
Laboratories, Bad Kdénigshofen, sowie Jackson Laboratories, Bar Harbor-
Maine, USA bezogen.

Der am MPI fir Experimentelle Medizin, Géttingen eingefiihrte Liniencode
der Arbeitsgruppe Neurogenetik flr verschiedene transgene Mauslinien
wurde in dieser Arbeit Gbernommen.

Zur Visualisierung von Astrozyten und Oligodendrozyten wurden z.T.
transgene Mauslinien verwendet. In der Linie TgN(hGFAP-EGFP) wird
EGFP unter Kontrolle des humanen GFAP-Promotors exprimiert. Die
verschiedenen Stammlinien werden durch einen 4-Buchstabencode
unterschieden. GFEX bedeutet hier: GF = GFAP-Promotor; E = EGFP-
Protein; X = Stammlinie, in diesem Fall Stammlinien A und C. Die Linie A
wurde (unter anderem Namen) von Nolte et al., 2001 beschrieben. Die
Linie GFEC wurde am MPI fir Experimentelle Medizin, Géttingen,
Abteilung Neurogenetik erstellt und charakterisiert. Sie zeigt ein nahezu
identisches Expressionsverhalten von EGFP zu der von Nolte et al.
beschriebenen Linie. In der Linie TgN(mPLP-DsRed1) wird DsRed1 unter
Kontrolle des murinen PLP-Promotors exprimiert. PRDB steht fir: P =
PLP-Promotor; RD = DsRed1; X = Stammlinie, hier B. Die Expression von
PLP in dieser Linie wurde in Hirrlinger, 2006 beschrieben.

Stamm C57/BIl6

Der Inzuchtstamm C57/BI6 wurde von C.C. Little im Jahr 1921 entwickelt
und stammt urspringlich aus einer Zucht von Abby Lathrop. Aus diesem
entstanden auch die Stdamme C57BR und C57L. Die Stdmme 6 und 10
wurden 1937 separiert. C57/Bl6 Mause wurden flr proteinbiochemische
und immunhistochemische Analysen verwendet.
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Wildtypstamm B6SJL

Die B6SJL Tiere wurden von Janvier, Le Genest-St-Isle, Frankreich
bezogen. Es handelt sich bei dieser Linie um eine Kreuzung der Linien
C57Bl6/J und SJL F1. Die B6SJL-Linie ist fruchtbarer als die beiden
Ausgangslinien. Die Linie diente als Kreuzungspartner fiir die SOD1%4 -
Linie (siehe nachster Abschnitt).

Stamm SOD1%%3

Der Stamm B6.Cg-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J, im Folgenden SOD1%%%A
genannt, wurde urspringlich von Jackson Laboratory, Bar Harbor-Maine,
USA bezogen und am MPI gehalten (Gurney, 1994, Gurney et al., 1994).
Es handelt sich um Tiere, die transgen eine mutierte humane Kupfer/Zink-
Superoxiddismutase (hSOD1) exprimieren. In dieser ist Glyzin zu Alanin
im Codon 93 substituiert. Die transgenen Tiere wurden in einem
hemizygoten Status erhalten, indem mannliche transgene SOD1%%A -
Tiere mit B6SJL-Weibchen verpaart wurden.

Transgene SOD1%%*A .Mause wurden als Mausmodell fiir ALS verwendet,
da diese Tiere eine Degeneration von Motoneuronen und einige klinische
Symptome zeigen, die ebenfalls im Krankheitsverlauf der ALS bei
Menschen auftreten (Deng et al., 1993, Gurney et al., 1994, Wong et al.,
1995, Gurney et al., 1996, Gurney, 1997, Gurney et al., 1998).

Die Stadieneinteilung der Tiere erfolgte anhand des Krankheitsstatus.
Asymptomatischen Tiere (> Tag 60, P60) zeigten keinerlei
Krankheitserscheinungen.  Als  prasymptomatisch  wurden  Tiere
bezeichnet, die phanotypisch noch keine Anzeichen motorischer
Stérungen zeigten (Alter P60-P90). Frih symptomatisch wurden Tiere
genannt, bei denen sich eine beginnende motorische Stérung der
Hinterbeine in Form einer Gangunsicherheit (Gangataxie) abzeichnete.
Tiere mit deutlicher LA&hmung von mindestens einem Hinterbein wurden
als spat symptomatisch klassifiziert. Tiere mit kompletter LAhmung beider
Hinterbeine, L&hmung von mindestens einem Vorderbein und Verlust des
Aufrichtereflexes waren der Gruppe Endstadium zugeordnet. Der
Aufrichtereflex (righting reflex) tritt normalerweise bei gesunden Tieren
auf, wenn diese auf die Seite gelegt werden und sich wieder aufrichten.
Tiere im Endstadium oder Tiere mit einem Gewichtsverlust von mehr als
15% wurden getétet. Fir immunhistologische Untersuchungen wurden als
Kontrolltiere nicht-transgene (ntg) Tiere aus der SOD1%%* _Linie (ntg-
SOD1%%4) eingesetzt. Fiir proteinbiochemische Analysen wurden wt-
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SOD1-Tiere (s.u.) und ntg-SOD1%%** _Tiere als Kontrollen untersucht. Die
in dieser Arbeit eingesetzten Tiere zeigten erste Krankheitssymptome
etwa mit P85-P90 und erreichten das Endstadium der Erkrankung etwa
mit P120-P140. Dies entsprach den Angaben von Jackson Laboratory, die
auf einem B6SJL-Hintergrund 50% Uberleben nach 128.9+9.1 Tagen
angeben. Die Stadieneinteilung beruhte auf den klinisch festgestellten
phanotypischen Veranderungen und zeigte daher eine Variabilitat, was zu
Uberlappungen zwischen den einzelnen Stadien fiihren kann.

Stamm wt-SOD1

Der Stamm B6SJL-Tg(SOD1)2Gur/J, im Folgenden wt-SOD1 genannt,
wurde urspriinglich von Jackson Laboratories, Bar Harbor-Maine, USA
bezogen und tragt als friihere Linienbezeichnung den Namen N1029
(Gurney, 1994, Gurney et al., 1994). Diese transgene Linie tragt das
normale Allel des humanen SOD1-Gens. Die quantitative Expression des
SOD1-Proteins ist identisch zu dem der SOD1%%* _transgenen Linie,
obwohl die Anzahl der Kopien des Transgens in der SOD1%%* _Linie
héher ist. Die Tiere wurden von Dr. vet. Bettina Holtmann aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Sendtner (Institut far Klinische
Neurobiologie, Universitat Wirzburg) im Rahmen einer Kooperation zur
Verfligung gestellt. Die Praparation der Gewebe erfolgte in Wirzburg, die
anschlieBenden proteinbiochemischen  Analysen  wurden am
Universitatsklinikum Géttingen in den Laboren der Arbeitsgruppe
Neurologie durchgeflhrt.

Stamm K;4.1

Die Generierung der Ki4.1-Mauslinie ist in Kofuji et al., 2000 beschrieben.
Tiere mit homozygoter Inaktivierung des K;4.1-Gens werden im
Folgenden mit Ki4.1-KO bezeichnet. Kontrolltiere, die zwei gesunde Allele
mit dem K;j4.1-Gen enthalten, werden als Ki4.1-WT abgekurzt,
heterozygote Tiere mit K;4.1-HZ. Die Abklrzung KO wird nicht kursiv
dargestellt.

Zur zellularen Markierung von Astrozyten und/oder Oligodendrozyten
wurden K;4.1-HZ-Tiere mit verschiedenen transgenen Mauslinien
verkreuzt. Um die verschiedenen Linien zu unterscheiden wurde in
Anlehnung an die Linienbezeichnungen der Arbeitsgruppe Neurogenetik
(MPI flr Experimentelle Medizin, Géttingen) ein 4-Buchstabencode
verwendet. Der Name der Linie setzt sich dabei aus den Buchstaben KIR
fur die Ki4.1-Mauslinie und einem weiteren Buchstaben (A, C, K, B, M) zur
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Unterscheidung der Kreuzungspartner aus den fluoreszenten transgenen
Linien zusammen. Die Ursprungslinie wurde unter dem Namen KIRA
gefuhrt. Die weiteren Verkreuzungen sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tab. 1: Aufstellung der verwendeten KIRX-Stamme

MARKIERTE ZELLTYPEN/
LINIECODE VERKREUZUNG FLUORESZENZMARKER
KIRA KIRA x KIRA unmarkiert
KIRC KIRA x GFEC Astrozyten/EGFP
KIRK KIRA x GFEA Astrozyten/EGFP
KIRB KIRA x PRDB Oligodendrozyten/DsRed
Astrozyten/EGFP
KIRM KIRC x KIRB OIigodendonyten/DsRed

Anmerkung: Tiere ab der F2-Generation wurden fir diese Arbeit verwendet. Die
Verkreuzung mit den transgenen Linien hatte keine Auswirkung auf den
Krankheitsphanotyp der K;4.1-Stammlinie.

4.1.7. Eukaryontische Zelllinien

NSC34

Die NSC34-Zelllinie ist eine embryonale Neuroblastom-Zelllinie aus der
Maus (Cashman et al., 1992, Durham et al., 1993) und diente als in vitro
Modellsystem zur Untersuchung von Kaliumtoxizitdt im Rickenmark.
Kultivierte Zellen zeigen zwei unterschiedliche Phanotypen. Es finden sich
kleine, undifferenzierte Zellen, die die Fahigkeit zur Proliferation besitzen.
Daneben existieren groBere Zellen mit Motoneuron-ahnlicher Morphologie
und z.T. auch Physiologie (u.a. Fahigkeit zur Generation von
Aktionspotentialen). Unter geeigneten Kulturbedingungen lasst sich das
Verhéltnis  proliferierender zu differenzierten  Zellen  zugunsten
differenzierter Zellen verschieben.

Die Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. J. Weishaupt, Universitat
Géttingen zur Verfigung gestellt.
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4.1.8. Primer

Tab. 2: Verwendete Primer

GEN SENSE/FORWARD ANTISENSE/REVERSE
<41 (1) | SCATCTATGGACGACCTT | 5GGCTGCTCTCATCTACCACATG
a CATTGACATGCAATGGS’ GTAGAAAGTCAGGS

<41 | SATCGCCTTCTATCGCCT | 5GGCTGCTCTCATCTACCACATG
i TCTTGACGAGTTCTTC3 GTAGAAAGTCAGGS

Gep | ° ATCGCCé%gTAGCCCA 5CACTGCACGCGTAGGTCS'
DsRed 5’CGCCG’2\%’>\L%9CCGACT 5GCGGCCGCTACAGGAACAGGTS'
SOD1 5’CATCA%$8%,AATCCAT 5CGCGACTAACAATCAAAGTGASZ

Anmerkung: Bei der PCR fiir das K;4.1-Gen werden zwei sense- (1, 2) und ein
antisense-Primer verwendet. Durch die Kombination von sense-Primer 1 und antisense-
Primer wird ein Teil des K;4.1-Wildtypgens amplifiziert. Durch die Kombination des
sense-Primers 2 und des antisense-Primers wird ein Teil des KO-Konstruktes
amplifiziert.

4.1.9. Antikérper

Die fur die immunhistochemische, immunzytochemische und
proteinbiochemische Analysen verwendeten Primar- und
Sekundarantikérper sind in den Tabellen 3, 4, 5 und 6 aufgeflhrt.

Tab. 3: Primérantikérper fiir die Inmunzytochemie und Immunhistochemie

ANTIGEN aus SPEZIES HERSTELLER VERDUNNUNG
Alomone )
Ki4.1 Kaninchen Laboratories, 1 ,'1 00 (1ZC)
1:200 (IHC)
Jerusalem, Israel
Ki4.1* Kaninchen Kofuji et al., 2000 1:200
Santa Cruz
. Biotechnology, )
AQP4 (H-19) Ziege Santa Cruz, CA, 1:250
USA
Chemicon,
CNP Maus Temecula, CA, 1:500
USA
. DakoCytomation, .
MBP Kaninchen Hamburg 1:400
GFAP Maus Dako Cytomation 1:50

( * Freundlicherweise von Herrn Dr. Paolo Kofuji (Minnesota, USA) zur
Verfligung gestellt.)
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Tab. 4: Sekundarantikérper fir die Immunzytochemie und
Immunhistochemie
aus 0
BEZEICHNUNG SPEZIES HERSTELLER VERDUNNUNG
Alexa488-gekoppelter anti- . Molecular Probes, ,
Maus 1gG (H+L) Ziege | £\ gene, OR, USA 1:500
Alexa488-gekoppelter anti- , ,
Kaninchen IgG (H+L) Ziege Molecular Probes 1:500
Cy3-gekoppelter anti- , , i 4.
Kaninchen-1gG Ziege Dianova, Hamburg | 1:500 — 1:1000
Cys'gek"pp%tgr anti-Ziege- | gqq Dianova 1:500 — 1:1000
Cy3-gekoppelter anti- - . 1
Kaninchen 1gG Esel Dianova 1:500 - 1:1000
Cy5-gekoppelter anti- , . ) .
Kaninchen-IgG Ziege Dianova 1:500 —1:1000
Cy5'gek°ppﬁq”§r anti-Ziege- | g Dianova 1:500 - 1:1000
Alkaline Phosphatase-
gekoppelter anti-Kaninchen Ziege Dako, Hamburg 1:500
lgG
Tab. 5: Primarantikorper fiir den Western Blot
BEZEICHNUNG aus SPEZIES HERSTELLER VERDUNNUNG
: Alomone )
Ki4.1 Kaninchen Laboratories 1:1000
Zymed
Laboratories, San i
GFAP Ratte Fransisco, CA, 1:1000
USA
AQP4 (H-80) Kaninchen Santa Cruz 1:2500
Tubulin Maus Sigma, Seelze 1:5000
Tab. 6: Sekundarantikorper flir den Western Blot
BEZEICHNUNG aus SPEZIES HERSTELLER VERDUNNUNG
HRP-gekoppelter . )
anti-Ratte I9G Ziege Santa Cruz 1:2500
HRP-gekoppelter : .
anti-Maus lgG Ziege Santa Cruz 1:2500
Amersham
H?g;?ﬁgﬁg?eger Schaf Biosciences, Little 1:5000
9 Chalfont, England
HRP-gekoppelter
anti-Kaninchen Ziege Santa Cruz 1:2500
lgG
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4.1.10. Datenbanken/Software

Die Literatursuche wurde mit Hilfe des Internetservice des National Center
for Biotechnology Information (Internetadresse:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgefiihrt. Die digitale Bearbeitung von
Bildmaterial erfolgte mit der Zeiss LSM-Image-Software oder AxioVs40LE
4.5.0.0 (© Zeiss, Jena) sowie mit Adobe®Photoshop® 7.0 (© Adobe®
Systems GmbH). Graphiken wurden mit Corel®Draw™11 (© Corel®
Corporation) erstellt. Daten  (Quantifizierungen  Western  Blot,
Zelltodanalyse, Daten aus dem Schwellungsmodell) wurden mit dem
Programm Microsoft®Excel 2002 SP3 (© Microsoft Corporation)
verarbeitet. Die Berechnung der Zellvolumina und Zellanschwellungen
erfolgte mit der NIH Software Image J 1.37v. Statistische Analysen
(ANOVA, T-Test, Newman-Keuls Test) wurden mit GraphPad Prism® 6 (©
GraphPad Software, Inc.) angefertigt. Referenzen wurden mit dem
Programm Endnote® 7.0.0 (© Thomson ISI ResearchSoft) archiviert. Die
gesamte Arbeit wurde in Microsoft®Word 2002 SP3 (© Microsoft
Corporation) erstellt.

4.2. Methoden

4.2.1. Genotypisierung

Fir die Genotypisierung der Tiere wurde ein ca. 0.5 cm groBes
Schwanzstiick verwendet und bei -20°C gelagert. Die Schwanzbiopsie zur
Verpaarung geplanter Tiere erfolgte 3-4 Wochen nach dem Absetzen vom
Muttertier. Von Tieren, die zur Gewebeentnahme getdtet wurden, wurde
ebenfalls ein Schwanzstlck zur Genotypisierung entnommen.

Praparation genomischer DNA aus Mausgewebe

Genomische DNA wurde aus Schwanzgewebe mit dem Invisorb-Kit
(Invitek, Berlin) oder QlIAamp Tissue Kit (Qiagen, Dusseldorf) nach
Angaben des jeweiligen Herstellers gewonnen und bei 4°C gelagert. Fir
die Genotypisierung wurde routinemaBig 1 pl DNA eingesetzt. Die DNA-
Praparation wurde selbst oder durch die Arbeitsgruppe Neurogenetik, MPI
far Experimentelle Medizin durchgefihrt.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde nach Standardprotokollen in einem
DNA Engine TETRAD 2 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Waltham,
MA, USA) durchgefiihrt. Die verwendeten Primer wurden am MPI fir
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Experimentelle Medizin, Géttingen, Abteilung Molekulare Neurobiologie
hergestellt.

Tab. 7: Reaktionsansatz fiir die PCR

Ki4.1 [pL] DsRED, EGFP, SOD1[pL]

H04q 12.0 13.3

dNTP (2 mM) 2 2

10-fach Red-Tag-Puffer 2

Primer 1 (5 uM) 1 1

Primer 2 (5 uM) 1 1

Primer 3 (5 uM) 1 0
Red-Tag-Polymerase 1 0.7

Anmerkung. Die PCR fiir den Nachweis des K, -Genotyps liefert ein klares Ergebnis bei
Verwendung von 1 pl Polymerase, fiir die anderen PCRs sind 0.7 pl ausreichend.

Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in 1.5% (w/v) Agarosegelen.
Die Agarose (Seakem LE Agarose, BioRad, Mlinchen) wurde in TAE
(40 mM Tris/Acetat, 1 mM EDTA, pH8) durch Kochen zur L&sung
gebracht und nach Zusatz von Ethidiumbromid (Endkonzentration 1 pg/ml)
in einen Gelschlitten gegossen. Die Probentaschen wurden durch das
Einsetzen verschiedener Gelkdmme in den Gelschlitten erstellt. Der
Schlitten wurde in eine Flachgelkammer gelegt und mit Laufpuffer (TAE)
bedeckt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 160V (5-10 V/cm)
(Spannungsgerat: Pharmacia GmbH, Heidelberg). Die Interkalation von
Ethidiumbromid in die DNA ermdéglichte nach der Elekirophorese die
Visualisierung der Banden auf einem UV-llluminator (Intas UV-Systeme,
Heidelberg). Als GréBenmarker diente der 1 kb Marker (Fermentas, St.
Leon-Rot). Gelkammer, Kamme wund Schlitten wurden von der
institutseigenen Werkstatt des MPI flir Experimentelle Medizin, Géttingen
hergestellt.

4.2.2. Anlegen primarer glialer Mischkulturen aus
Rickenmarksgewebe

Glasscoverslip- und KulturgefaBbeschichtung

Glascoverslips (CV) und KulturgefaBe wurden mit Poly-L-Lysin (PLL,
Sigma-Aldrich, Seelze) in einer Konzentration von 100 pg/ml in Hx04q fOr
30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die beschichteten GefaBe
und Coverslips wurden anschlieBend zweimal mit H.049 gewaschen und
unmittelbar danach flr die Aussaat verwendet.
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Gewebepraparation und Zellkultur

Tiere im Alter von P0-P4 wurden dekapitiert, das Rickenmark prépariert,
dieses von Dura und GefaBen befreit und in eiskaltem HBSS (PAA,
Célbe) in Sticke von ca. einem Millimeter zerteilt. Die Gewebestlcke
wurden in 4 ml Verdaulésung (0.25% (w/v) Trypsin, 0.25 mg/ml DNase1
(Sigma-Aldrich, Seelze) in HBSS) gebracht und 10-15 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Inaktivierung des Verdaus erfolgte durch zwei Waschschritte
mit Medium (DMEM, 10% (v/v) FKS, 1% (v/v) P/S). AnschlieBend wurden
die Zellen durch Titruation aus dem Gewebeverband gelést. Die
Suspension wurde fir 10 Minuten bei 900 rpm bei RT zentrifugiert und
das Zellpellet in 1-2 ml Medium resuspendiert. (optional: Befanden sich in
der Zellsuspension noch viele Geweberlckstande, so wurde das Pellet
einmal mit Rinderserumalbumin (BSA, 5% (w/v) (Sigma-Aldrich, Seelze) in
HBSS) gewaschen.) Die Zellzahl wurde in einer Neubauerzahlkammer
bestimmt.

Far immunhistochemische Untersuchungen wurden die Zellen in einer
Dichte von 10000/cm? in einem Volumen von 50 pl Medium auf PLL-
beschichteten Glascoverslips (Durchmesser = 15 mm) in Zellkulturschalen
(21.5 cm?) ausgesat. Nach einer Anheftzeit von einer Stunde wurden 6 ml
Zellkulturmedium hinzugegeben. Fir proteinbiochemische Analysen
mittels Western Blot erfolgte eine Aussaat von 250000 Zellen (Dichte ca.
10000/cm?) auf Zellkulturschalen (21.5 cm? Kulturfliche). Um die
Proliferation der Astrozyten abzuschwéachen, erfolgte am nachsten Tag
ein Wechsel auf Medium mit einer geringeren Konzentration an FKS
(DMEM, 1% (v/v) FKS, 1% (v/v) P/S). Alle drei Tage wurde das Medium
zur Halfte durch frisches Medium ersetzt. Die Kultivierung fand bei 37°C
und 5% (v/v) CO, statt.

4.2.3. Kaultivierung der Zelllinie NSC34 und Zelltodanalyse

Kultivierung proliferierender NSC34-Zellen

Kryokonservierte Aliquots der Zelllinie wurden schnell aufgetaut und in 10
ml Proliferationsmedium (PM, DMEM, 10% (v/v) FKS, 1% (v/v) P/S) auf
unbeschichteten Kulturschalen (Kulturoberfliche 56.7 cm?) ausgesaat
(Passage 0). Nach einer Regenerations- und Proliferationszeit von 10-15
Tagen wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit ca. 5 ml
frischem Medium abgespult und abzentrifugiert (RT, 1 Minute, 1000 rpm).
Das Zellpellet wurde in 2 ml PM aufgenommen, resuspendiert und 100 pl
erneut auf einer Kulturschale (Kulturoberfliche 150 cm?) in 25 ml PM
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ausgesat (Passage 1). Die restliche Zellsuspension wurde kryokonserviert
(siehe 4.2.3.2). Sobald die Zelldichte Subkonfluenz erreichte, wurden die
Zellen erneut passagiert. Proliferierende Zellen wurden maximal 6
Wochen passagiert um zu gewahrleisten, dass keine Veranderungen der
Ausgangslinie auftraten. Bei allen Kultivierungen wurde alle drei Tage das
PM zur Halfte durch frisches PM ersetzt. Der Inkubator wurde mit 5% (v/v)
CO, begast und auf 37°C eingestellt.

Kryokonservierung von NSC34-Zellen

Von Passage 0 wurde das restliche Pellet erneut abzentrifugiert (RT, 1
Minute, 1000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
einem Gemisch aus 10% (v/v) DMSO und 90% (v/v) FKS aufgenommen
(Menge je nach Zelldichte), in KryogefaBe Uberfihrt und fir 30 Minuten
auf Eis gestellt. Danach wurden die Aligots fir zwei Stunden bei -20°C
eingefroren und fir die Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff Uberflhrt.

Zelltodanalyse von NSC34-Zellen

Fir die Auszahlung apoptotischer Zellkerne wurden NSC34-Zellen fir
ca.10-14 Tage in Differenzierungsmedium (DM, DMEM/Ham’S F12, 1%
(v/v) FKS, 1% (v/v) P/S, 1% (v/iv) MEM-NEAA) gehalten, um einen
Neuronen-ahnlichen Phanotyp zu gewéhrleisten. Das PM wurde alle drei
Tage zu 50% durch frisches PM ersetzt. Fir Versuche wurden die Zellen
in einer Dichte von 10000/cm? auf CV (Durchmesser = 15 mm) ausgesét.
Um sicherzustellen, dass die Versuchsergebnisse nicht durch
stressbedingte Veranderungen durch die Aussaat beeinflusst wurden,
wurden samtliche Versuche erst nach erneuter Kultivierung fir 24 h in DM
begonnen. Um eine Erhéhung der extrazellularen Kaliumkonzentration zu
simulieren, erfolgte ein Zusatz von Kaliumchlorid (KCI, Stock 1 M in H204q)
zum Medium. Die Zellen wurden fir unterschiedliche Zeiten (24 h, 48 h,
72 h und 120 h) mit KCI (7.5 mM, 10 mM und 25 mM) behandelt. In einer
zweiten Versuchsreihe wurden die Zellen 120 h mit 10 mM KCI und 1 pM
BaCl sowie 25 mM KCI und 1 uM BaCl koinkubiert. Bei Kontrollzellen
erfolgte in beiden Versuchsreihen nur ein Mediumwechsel. Nach den
jeweiligen Versuchsendpunkten wurden die bewachsenen CV mit 4%
(w/v) Paraformaldehyd fir 15 Minuten bei RT fixiert und mit PBS (137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 12.13 mM NaxHPO4(H20)2, 1.46 mM KH,POy, pH 7.4)
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Anfarbung der Zellkerne mit DAPI
durch Einbetten der CV mit einem Fertigeinbettmedium (Vectashield®
Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories, Burlingham, CA, USA).
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Die apoptotischen Kerne wurden in drei zuféllig ausgesuchten
Unterbereichen eines Zahlokulars auf je zwei Coverslips mit einem 40er
Objektiv mit einem Axioplan 2 (Zeiss, Jena) ausgezahlt. Um individuelle
Zahlfehler zu eliminieren, wurden die Zahlungen von einer unabhangigen
Person verblindet durchgefihrt.

4.2.4. Histologische, immunhistochemische und
immunzytochemische Methoden

Ganzkorperfixierung von Mausen durch Perfusion

Nach Anéasthesie des Tieres (> P7) mit Ether wurde der Brustkorb
geobffnet, das Herz freigelegt, eine Kanile in die linke Herzkammer
eingefihrt und ein Schnitt im rechten Vorhof gesetzt. Die Kanule war mit
einer Peristaltikpumpe verbunden (Heraeus SR70, Flussrate 0.2-0.5 ml/s,
Heraeus, Minchen). Nach dem Ausspllen des Blutes mit HBSS erfolgte
eine Perfusion mit Paraformaldehyd (PFA, 4% (w/v) in PBS, pH 7,4) fir
mindestens 5 Minuten (bis P20) bzw. 10 Minuten (adulte Tiere). Der
kndcherne Ruckenmarkskanal und das Gehirn wurden entnommen und
Uber Nacht bei 4°C in PFA nachfixiert. Danach erfolgte die Freilegung des
Gewebes aus dem kndchernen Kanal unter dem Stereomikroskop in PBS.
Die Gewebe wurden mehrfach mit PBS gewaschen und in PBS bei 4°C
bis zur Einbettung gelagert (maximal 7 Tage).

Immersionsfixierung von Gewebe

FiOr die Immersionsfixierung wurden die Tiere (< P7) durch Dekapitation
getdtet, das Gehirn und der kndcherne Rickenmarkskanal freiprapariert
und Ober Nacht in PFA (10% (w/v) in PBS) fixiert. AnschlieBend wurde
das Rickenmarksgewebe freiprapariert. Die Gewebe wurden mehrfach in
PBS gewaschen und in PBS bei 4°C bis zur Einbettung gelagert (maximal
7 Tage). Anmerkung: Um zu gewahrleisten, dass die unterschiedlichen
Fixierungsmethoden keinen Einfluss (qualitativ und quantitativ) auf die
Ergebnisse hatten, wurden exemplarisch einzelne Tiere < P7 perfundiert
und einzelne Tiere > P7 (max. P20) immersionsfixiert. Es ergab sich kein
relevanter Unterschied bei immunhistologischen Analysen.

Paraffineinbettung der Gewebe und Herstellung von
Paraffinschnitten

Die Gewebe wurden mindestens eine Stunde gewassert und in 70% EtOH
dberfihrt. Die Einbettung erfolgte in einem Gewebeeinbettautomaten
(Shandon-Elliott, Frankfurt) nach folgendem Programm: eine Stunde 80%
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(v/v) EtOH, zweimal eine Stunde 96% (v/v) EtOH, dreimal eine Stunde
100% (v/v) EtOH, dreimal 45 Minuten Chloroform und dreimal zwei
Stunden Paraffin (Paraplast Plus, Roth, Karlsruhe). Danach wurden die
Gewebe sofort in flissigem Paraffin auf einer kalten Metallplatte in einem
rechteckigen Metallrahmen eingebettet, die Paraffinblécke im Kihlschrank
erkaltet, beschriftet und bei RT gelagert. Die Paraffinblécke wurden zur
Anfertigung von Schnitten auf Paraffin-getrdnkte Holzbl6cke aufgebracht
und in das Mikrotom (1130 Biocat, Reichert und Jung, Nussloch)
eingespannt. Es wurden Schnitte von 8 uM Dicke angefertigt, die in einem
Wasserbad bei ca. 40°C geglattet und auf Objekttrager gezogen wurden.
Die Trocknung der Schnitte erfolgte auf einer Warmeplatte bei ca. 40-
50°C. Fertige Schnitte wurden bei RT gelagert.

Kryoeinbettung und Herstellung von Kryoschnitten

Die enthommenen Gewebe wurden in FlUssigstickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert. Das gefrorene Gewebe wurde in ein
Kryomikrotom (CM3050S, Leica, Wetzlar) auf einen Schneideaufsatz
gelegt und luftblasenfrei in Kryomatrix (Thermo Shandon, Pittsburgh,
USA) eingebettet. Es wurden Schnitte von 12 um Dicke hergestellt und
auf Objekttrager (SuperFrost®Plus, Menzel, Braunschweig) gezogen,
welche auf einer Warmeplatte bei ca. 40°C eine Stunde getrocknet und
anschlieBend bei -80°C gelagert wurden.

Immunhistochemische Analyse von Paraffinschnitten:
Standardprotokoll

Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgte in einer absteigenden Xylol-
Alkoholreihe: zweimal 10 Minuten 100% (v/v) Xylol, zweimal zwei Minuten
100% (v/v) EtOH, je zwei Minuten 96%, 70% und 50% (v/v) EtOH. Danach
wurden die Schnitte in PBS Uberfihrt und (sofern nicht anders
angegeben) zunéachst fir 10 Minuten bei 55°C sowie fir 10 Minuten bei
95°C mit Antigen-Demaskierungslésung (Antigen Unmasking Solution,
Vector Laboratories, Burlingham, Ca, USA) inkubiert. Nach Abklhlung auf
RT wurden die Objekttrager auBerhalb der Schnitte leicht getrocknet und
die Schnitte mit einem Fettstift (DAKO Cytomation Pen, Dako, Hamburg)
umrandet. Die Permeabilisierung der Schnitte erfolgte fiir 20 Minuten bei
RT in PBS mit Triton-X-100 (0.2% (v/v)) und Serum (10% (v/v), Ziege oder
Esel). Zur weiteren Blockade unspezifischer Bindungsstellen wurden die
Schnitte 30 Minuten (auBer bei Verwendung von Sekundarantikérpern aus
Esel) mit Milchpulverlésung (5% (w/v) in PBS) behandelt. Die Inkubation
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mit dem Primarantikérper erfolgte tGber Nacht in PBS mit Serum (1% (v/v))
bei 4°C in einer feuchten Kammer. Am nachsten Tag wurden die Schnitte
dreimal 15 Minuten mit PBS gewaschen und fir eine Stunde bei RT in
einer feuchten Kammer mit dem Sekundarantikérper in PBS mit Serum
(1% (v/v)) inkubiert und erneut dreimal 15 Minuten mit PBS gewaschen.
Die Nissl-Farbung wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeflhrt
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Zur Visualisierung der Zellkerne
erfolgte eine 5-minltige Behandlung mit DAPI (2 pg/ml in PBS, Merck,
Darmstadt). Die Schnitte wurden dreimal 5 Minuten gewaschen und mit
Einbettmedium (/mmuMount, Thermo Shandon, Pittsburgh, USA)
eingedeckt und bei 4°C bis zur Auswertung gelagert. Die digitale Analyse
erfolgte an einem Zeiss Axiovert 200M LSM 510 (Zeiss, Jena) durch
konfokale Mikroskopie.

Neurofuchsinfarbung auf humanen Paraffinschnitten

Um das Zielprotein zu demaskieren, wurden die humanen Paraffinschnitte
nach der Entparaffinierung 7-mal 5 Minuten bei 700 Watt in 1 M
Zitratpuffer (pH 6) erhitzt. Nach Abklhlung erfolgte ein einstindiger
Blockierungsschritt mit 0.5% (w/v) Casein (Sigma-Aldrich, Seelze).
Danach wurden die Schnitte zunachst 1.5 Stunden bei RT mit dem
Primarantikbrper anti-Kiy4.1 (1:100) inkubiert. Als Sekundéarantikérper
wurde ein Alkaline Phosphatase-gekoppelter Antikdrper verwendet, der
bei RT fur 1.5 Stunden auf die Schnitte gegeben wurde. Als Substrat fir
die Alkaline Phospatase diente ein Gemisch aus 6.3 pl Neurofuchsin (5%
(w/v), Sigma-Aldrich, Seelze), 16 ul Natriumnitrit (4% (w/v), Sigma-Aldrich,
Seelze), 2 ml Naphthol-AS-Biphosphat (Sigma-Aldrich, Seelze), 20 pl N,
N-Dimethylforamid (Merck, Darmstadt) und 3 ml Tris-HCI (0.05 M, pH 8.7)
mit Levamisol (1 mM, Sigma-Aldrich, Seelze). Die Schnitte wurden mit
Hamatoxylin/Hamalaun (saures Hamalaun nach Mayer, Carl Roth,
Karlsruhe) flir 7-10 Minuten gegengefarbt und eingedeckt. Die
Neurofuchsinfarbung wurde freundlicherweise durch die Gruppe von PD
Dr. med. Walter Schulz-Schéaffer, Neuropathologie, Universitatsklinikum
Géttingen, durchgefihrt. Das Schnittmaterial fir weitere selbst
durchgefiihrte Farbungen wurde ebenfalls von der Gruppe zur Verfigung
gestellt.

Immunhistochemische Analyse von Kryoschnitten

Die Objekttrager wurden eine Stunde bei 37°C erwarmt und die einzelnen
Schnitte mit einem Fettstift (DAKO Cytomation Pen, Dako, Hamburg)
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umrandet. AnschlieBend wurden die Schnitte in PBS gestellt und nach
dem Standardprotokoll (ohne Demaskierung) weiterbehandelt.

Immunzytochemische Analyse von Zellkulturen

Die Fixierung von Zellkulturen auf CV erfolgte in PFA (4% (w/v) in PBS)
fir 15 Minuten bei RT. Nach zwei 10-minttigen Waschschritten in PBS
wurden die Zellen 5 Minuten in Glyzinlésung (0.1% (w/v) in PBS) inkubiert
und anschlieBend mit einem Gemisch aus Triton-X-100 (0.3% (v/v)),
Glyzin (0.1% (w/v)) und Serum (10% (v/v), aus Ziege oder Esel) in PBS
fir 10 Minuten permeabilisiert. Die CV wurden auf der bewachsenen Seite
Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer mit dem Primérantikérper in
PBS mit Serum (1% (v/v)) in einem Gesamtvolumen von 30 pl inkubiert.
Die CV wurden danach dreimal 15 Minuten gewaschen und bei RT mit
dem Sekundarantikdrper in PBS mit Serum (1% (v/v)) unter
Lichtausschluss behandelt, erneut dreimal 15 Minuten gewaschen und mit
Einbettmedium (Vectashield® Mounting Medium with DAPI, Vector
Laboratories, Burlingham, Ca, USA) eingedeckt. Fir den Kj4.1-AK und
den AQP4-AK wurde die Spezifitdt der AK durch Pradadsorption an das
vom Hersteller mitgelieferte Kontrollantigen bestatigt. Dazu wurden 2 pl
der AK mit einem 5-fachen Gewichtslberschuss von Kontrollantigen fur
eine Stunde bei RT in PBS (Gesamtvolumen fir Ki4.1 396 ul, fir AQP4
495 pl) auf einem Rotator inkubiert. Nach Zentrifugation (5 Minuten, 13000
rpm) wurde dem Uberstand 1% (v/v) Serum zugesetzt. 30 pl pro Coverslip
dieser Losung wurden eingesetzt und die Farbung analog zu dem oben
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt. Die digitale Analyse erfolgte an
einem Zeiss Axiovert 200M LSM 510 (Zeiss, Jena) durch konfokale
Mikroskopie.

4.2.5. Western Blot Analyse

Herstellung und Behandlung von Gewebelysaten

Far den WBP wurde zunachst ein zweifach Konzentrat (zweifach WBP)
aus 100 mM Tris (Stock 1 M, pH 7.5), 2% (v/v) Triton-X-100, 10 mM EDTA
(Stock 0.5 M, pH 8.0) und 20 mM NaF hergestellt (Lagerung 4°C). Der
Gebrauchspuffer setzte sich aus 50% (v/v) zweifach WBP, 2.5 mM Na,PP
(Stock 100 mM), 1mM NaOV (Stock 100 mM), 1 mM PMSF (Stock 100
mM), 1 mM DTT (Stock 100 mM) und einfach-konzentriertem Protease-
Inhibitorengemisch (Complete Mini tablets, Stock 25-fach, nach Angaben
des Herstellers in H»Oq49 angesetzt, Roche Diagnostics, Penzberg)
zusammen. Das Endvolumen wurde durch Auffillen mit HoOq4q erreicht.
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Na,PP, NaOV, PMSF, DTT und das Protease-Inhibitorengemisch wurden
als Aliquots hergestellt, bei -20°C gelagert und unmittelbar vor
Versuchsbeginn frisch in den jeweiligen Mengen zugesetzt.

Tiere wurden zunachst mit 7% Chloralhydrat (Sigma-Aldrich, Seelze)
intraperitoneal betdubt und nach negativem Test von Schmerzreflexen
dekapitiert, dann erfolgte eine rasche Gewebeentnahme (gesamtes
Rickenmark oder getrennt nach Zervikal- und Lumbalmark ohne
Thorakalmark). Die Gewebe wurden mit Hilfe eines Glashomogenisators
in WBP homogenisiert und die Homogenate fir eine Stunde auf Eis
inkubiert, um die enthaltenen Proteine aus den Lipidanteilen zu Iésen.
AnschlieBend wurden die Homogenate fiir 15 Minuten bei 4°C und 13000
rom zentrifugiert, die Uberstinde (GWP: Gewebelysat Western Blot
Proben) in neue GefaBe Uberfihrt und die sedimentierten Bestandteile
verworfen. (Anmerkung: Das Sediment ist weitgehend frei von Proteinen.
Einzelne Ergebnisse wurden unter Einbezug des Sediments wiederholt,
es ergab sich kein signifikanter Unterschied.) Die GWP wurden aliquotiert
und bei -20°C oder -80°C (langerfristige Aufbewahrung) gelagert. Alle
Praparationsschritte erfolgten auf Eis.

Der Proteingehalt der GWP wurde mit dem BCA-Kit (Pierce, Rockford, IL,
USA) bestimmt. Die Reaktionslésung wurde nach den Angaben des
Herstellers erstellt. Die Bestimmung erfolgte in einem Volumen von 200 pl
in einer 96-well Platte. In einem dreifach Ansatz wurde je 1 pl der GWP in
je ein well der vorbereiteten Platte gegeben und mit der Reaktionslésung
vermischt. Fir den Blindwert wurde je 1ul WBP verwendet. Nach 30
Minuten wurde die Extinktion bei 530 nm photometrisch gemessen. Der
Proteingehalt wurde anhand einer Eichreihe (0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20
und 40 ug BSA) ermittelt, die bei jeder Analyse analog mitbestimmt wurde.
Das im WBP enthaltene DTT (reduzierender Charakter) hatte einen
konstanten aber geringen Einfluss auf die Analyse, so dass dieser
vernachlassigbar war.

Fir den Western Blot wurden die zu vergleichenden GWP zunéachst auf
den gleichen Proteingehalt (30 pg) eingestellt. Dazu wurde die
einzusetzende GWB-Menge mit 6-fach Ladepuffer (6-fach LP: 30% (v/v)
Glyzerin, 350 mM Tris (pH 6.8), 10% (w/v) SDS, 0.6 M DTT) versetzt, und
mit H>Oq4q auf identische Volumina in allen Proben aufgeflllt um eine
einfache Konzentration des LP zu erhalten. Die Proben wurden
anschlieBend fir 10 Minuten bei 70°C (fir die Analyse des Ki4.1-Proteins
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und des AQP4-Proteins) oder 95°C (alle weiteren Analysen) gekocht, auf
Eis abgekihlt und kurz anzentrifugiert.

Herstellung und Behandlung von Zellkulturlysaten

Das Medium wurde vorsichtig von den Zellkulturschalen abgesaugt und
der Zellrasen zweimal mit PBS gewaschen. Pro Kulturschale
(Kulturoberflache 21.5 cm?) wurden 200 pl einfach-konzentrierter LP
(durch Verdinnung mit H,Og49 aus 6-fach LP erstellt) gegeben und der
Zellrasen mit einem Kulturschaber abgelést. Die Lysate (ZWP:
Zellkulturlysat Western Blot Proben) wurden in EppendorfgefaBe Uberfihrt
und 10 Minuten bei 95°C erhitzt, abgekuhlt und bei -20°C (-80°C fur
langerfristige Lagerung) gelagert.

SDS beeinflusst aufgrund seines stark reduzierenden Charakters die
Proteinanalyse nach BCA zu stark. Deshalb wurde fur Zellkulturlysate die
Bestimmung nach Neuhoff verwendet. Zunachst wurde eine Eichreihe von
0.1-10 pg/ul BSA in einfach-konzentriertem LP erstellt. Von jeder
Konzentration wurden dreimal 5 pul auf eine Zellulose-Azetat-Folie
(Sartorius, Géttingen) pipettiert. Danach wurde die Folie 30-45 Minuten
getrocknet und 5 Minuten in der Farbeldsung geschwenkt. Die
Farbelésung setzte sich zusammen aus 0.5% (w/v) Amidoschwarz (Serva,
Heidelberg) in einem Gemisch aus 90% (v/v) Methanol und 10% (v/v)
Essigsaure-Losung (50% (v/v) Essigsaure in HoOqq). Zur Entfernung der
Uberschissigen Farbelésung wurde die Folie dreimal 5 Minuten mit
Entfarberldsung (90% (v/v) Methanol und 10% (v/v) Essigsaure-Lésung)
behandelt. Die einzelnen Auftragspunkte wurden gleichmaBig aus der
feuchten Folie ausgeschnitten, in EppendorfgefaBen getrocknet und mit 1
ml DMSO versetzt. Als Referenz diente ein Stlick Folie gleicher GrdBe,
auf das 5 pl einfach-konzentrierter LP aufgetragen und das entsprechend
behandelt wurde. Die Eppendorfcaps wurden bis zur vollstandigen
Auflésung der Folie auf einem Schittler geschittelt. Die
Extinktionsmessung erfolgte bei 630 nm in einem Photometer (CE 1021,
Cecil Instruments, Cambridge, UK). Die ZWP wurden zur Bestimmung des
Proteingehaltes analog behandelt und die Proteinkonzentration aus der
Eichgeraden errechnet. Die ZWB wurden in entsprechender Menge direkt
fur die Elektrophorese verwendet.

Gelelektrophorese und Elektrotransfer

Proteine kbnnen nach ihrer molaren Masse mit der Methode der SDS-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt werden. Die Wahl der
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Acrylamidkonzentration des (Trenn-) Gels richtet sich nach dem
Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins. Das Trenngel wurde
zur Konzentrierung der Proteinbanden mit einem 4%igen Sammelgel
Uberschichtet. Es wurden GelgieBstander der Firma Biorad verwendet.

Tab. 8: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel (Angaben fir
jeweils zwei Gele)

SAMMELGEL TRENNGEL

8% 10% | 12% 15%

Acrylamid (40 % (W/v)) —

Bisacrylamid (0.8 % (w/v)) 0.5 ml 2ml | 25ml| 3ml | 3.75ml
—Mischung
1.5 M Tris pH 8.8 mit 0.4%
(w/v) SDS 25ml [ 25ml|25ml| 2.5ml
0.5 M Tris pH 6.8 mit 0.4%
(w/v) SDS 1.25 ml
H>04q 3.25 ml 55ml| 5ml | 45ml| 3.75ml
APS (10% (w/v)), Serva,
Heidelberg) 30 ul 60 pl | 60l | 60l 60 pl
TEMED (Sigma-Aldrich,
Seelze) 15 ul 30l | 30ul | 30yl 30 pl

Als Protein-GréBenmarker wurde der Precision Plus Protein™ Standard,
Kaleidoscope™ (BioRad, Mdunchen) verwendet. Die aufgetragenen
Proben wurden elektrophoretisch (Laemmli, 1970) fir 1h—1.5 h (je nach
Konzentration des Gels) bei 30 mA konstantem Strom pro Gel in
Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1% (w/v) SDS, pH 8.5)
aufgetrennt und dann bei 100 V far 1h-1.5 h bei 4°C in Transferpuffer (25
mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, pH 8.3) auf eine
Nitrozellulosemembran (Protean™, 0.45 uM, Schleicher und Schiill,
Dassel) transferiert (Towbin et al., 1979). Der Transfer wurde durch die
reversible Farbung der Membran mit Ponceau S (0.1% (w/v) in 5%
Essigsaure in HxOq4, Serva, Heidelberg) verifiziert und der Farbstoff in
TBST (20 mM Tris, 140 mM NaCl, Tween (0.1% (w/v)) ausgewaschen.
Danach wurde die Membran eine Stunde bei RT mit Milchpulverldsung
(5% (w/v) in TBST) blockiert und anschlieBend mit dem Primarantikérper
in Milchpulverlésung bzw. BSA-Lésung (5% (w/v) in TBST) Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal 15
Minuten mit TBST gewaschen wund fir 1h bei RT mit dem
Sekundarantikérper in Milchpulverlésung behandelt. Nach Waschen in
TBST (dreimal 15 Minuten) erfolgte die Visualisierung der Proteinbanden
auf einem Film (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Little Chalfont,
England) mit Hilfe des ECL-Systems (ECL, Enhanced Chemoluminescent
Detektionssystem, Amersham Biosciences) nach Angaben des
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Herstellers. Fir den Kiy4.1-AK und den AQP4-AK erfolgte zusatzlich eine
Uberpriffung der Spezifitit der AK durch Praadsorption an das vom
Hersteller mitgelieferte Kontrollantigen. Dazu wurden 5 pl des AK (Ki4.1)
bzw. 2 pl (AQP4) mit einem 5-fachen Gewichtsiberschuss des
Kontrollantigens fir eine Stunde bei RT in 500 pl TBST auf einem Rotator
inkubiert. Nach Zentrifugation (5 Minuten, 13000 rpm) wurde der
Uberstand abgenommen und dieser mit Milchpulverldsung auf 5 ml
aufgeflllt und analog zu obigem Protokoll verwendet.

FUr quantitative Auswertungen wurde der Film mit einem handelsUblichen
Scanner eingescannt und die Datei im Tiff-Format gespeichert. Die
densitometrische Auswertung erfolgte mittels der Quantity One® Software
(BioRad, Munchen). Es wurden dabei nur Proben und Kontrollen auf
einem Blot direkt verglichen. Proben unterschiedlicher Filme (sofern nétig)
konnten durch Normierung der Kontrolle auf 100% zueinander in Relation
gesetzt werden. Die Daten wurden als Prozent der Kontrollen (100%)
dargestellt. Es wurden nur Filme fir die Quantifikation verwendet, auf
denen die Schwarzung der Kontrollbanden unterhalb der Sattigung lag.

4.2.6. Modellsystem fir die Zellschwellung am Beispiel astrozytarer
Zellen im Rickenmark der Maus

Kir4.1-WT- und K;4.1-KO-Tiere mit grin fluoreszierenden Astrozyten im
Alter von P7-P10 wurden mit Isofluran anasthesiert und dekapitiert. Ca.
ein Zentimeter des zervikalen Rickenmarkkanals wurde entfernt und in
eiskalte Ringerlésung gebracht (RL: 125 mM NaCl, 25 mM NaHCOs, 2.5
mM KCI, 1.25 mM NaH,PO4, 1 mM MgCl,, 2mM CacCl,, 25 mM Glucose in
H2Ogq; begast mit 95% (v/v) Sauerstoff und 5% (v/v) Kohlenstoffdioxid, pH
7.4). Das Gewebe wurde vorsichtig ohne Verletzung aus dem Wirbelkanal
geldst und auf einen vorbereiteten Agarblock geklebt (Loctite 454), der
das Gewebe wahrend des Schneidevorgangs stitzte. Der Agarblock
wurde auf eine Teflonplatte aufgeklebt. Mit einem Vibratom VT 1000S mit
vibrierender Klinge (Leica, Wetzlar) wurden transverse Schnitte von 300
UM Dicke angefertigt. Die Aufbewahrung der Schnitte erfolgte in eiskalter
RL in Schnittkammern (Anfertigung durch die Werkstatten des MPI fir
Experimentelle Medizin, Goéttingen) auf Netzhaltern, um eine
kontinuierliche Versorgung mit Sauerstoff von beiden Seiten zu
gewabhrleisten.
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Abb. 10: Versuchsaufbau fiir die Schwellungsexperimente. Die Schnitte
wurden in einer Objektkammer durch ein Nylonnetz fixiert und kontinuierlich
superfundiert. Das Fluoreszenzsignal von Astrozyten in der grauen Substanz des
Ventralhorns wurde durch das Prinzip der 2PLSM detektiert: Zwei Photonen von
niedrigem Energiestatus, die zeitgleich auftreffen werden bendtigt, um das Fluorophor
anzuregen. Die Bilddaten wurden digital (PC) gespeichert und dargestellt. Die Pfeile in
der Darstellung des Astrozyten deuten die Volumenveranderungen an.

Die Dokumentation des zellularen Schwellungsverhaltens wurde mit
einem 40er Wasserimmersionsobjektiv an einem Axioskop FS2 Mot, LSM
510NLO (Zeiss, Jena), ausgestattet mit einem Argon-Helium-Neon
Titanium Saphire Laser (Coherent Mira 900, Coherent), mittels konfokaler
2-Photonen Lasermikroskopie (2PLSM) durchgefihrt. Der Laser wurde
auf 890 nm eingestellt, wodurch EGFP angeregt werden konnte. Es
wurden Astrozyten, z.T. in Kontakt mit umliegenden BlutgeféaBen, in der
grauen Substanz des Ventralhorns in einer Tiefe von 20-100 puM
analysiert. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass die Messungen
nicht an Zellen, die durch den Schneideprozess geschadigt wurden,
durchgefihrt wurden. Weiterhin wurde gewahrleistet, dass die
verwendeten Superfusionslésungen die Zellen ohne groBe Verzégerung
erreichten  (Ausschluss isovolumetrischer Volumenregulation). Alle
Messungen fanden bei Raumtemperatur statt. Die Schnitte wurden
wahrend der Versuchsdurchfiihrung mit einem Nylonnetz in der
Objektkammer fixiert und in Position gehalten. Die Objektkammer war mit
einer Rollerpumpe (PCD 31.2 Pumpe, Matson, Flussgeschwindigkeit etwa
20 ml/min) mit zwei Zuflissen und einem Abfluss verbunden, wodurch
eine kontinuierliche Perfusion des Gewebes mit FlUssigkeit und Sauerstoff
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gewahrleistet wurde. Zu Beginn jeder Messung wurden die Schnitte ca.
eine Stunde in RL (im Folgenden normosmolare L&sung genannt)
equilibriert. Schnitte mit starken irreversiblen Zellanschwellungen,
ausgeldst durch Schadigungen wahrend des Schneideprozesses, wurden
nicht mit in die Auswertung einbezogen. Die Versuche wurden mit
folgenden Lésungen durchgefihrt: normosmolar, hypoosmolar (RL mit
30% (v/v) H2049) und hypoosmolar mit Bariumchlorid (RL mit 30% (v/v)
H204q und 1 M Bariumchlorid). Bariumchlorid (BaCl) wurde verwendet, um
Kir -Kanale zu blockieren. Es gibt bisher keine spezifischen Blocker fiir die
Kii4.1-Kanaluntereinheit. Der Vergleich der Ergebnisse fur Ki4.1-WT- mit
Kir4.1-KO-Tieren erméglichte jedoch Ruckschlisse auf die Beteiligung von
Ki4.1. Nach dem Wechsel von zwei Lésungen wurde vor der
Aufzeichnung eines neuen Datensatzes eine Minute gewartet, um einen
kompletten Lésungsaustausch zu gewahrleisten (siehe LW, Abb. 11).
Weiterhin wurde die zu analysierende Zelle vor jeder Aufzeichnung auf die
Mitte refokussiert. Vor der Superfusion mit hypoosmolarer Lésung mit
BaCl erfolgte eine Gabe von normosmolarer Ringerlésung mit BaCl. Dies
stellte sicher, dass unter der Bedingung 'hypoosmolar und BaCl' der Effekt
der hypoosmolaren Lésung auf bereits blockierte Kj. -Kanéle erfolgte.

Zu ausgewahlten Zeitpunkten wurde das astrozytare
Schwellungsverhalten digital als Bildstapel (Stack) aufgezeichnet. Ein
Bildstapel bestand dabei aus einer Abfolge von 32 zweidimensionalen
Einzelaufnahmen (vertikale Achse 1.50 um) verschiedener Ebenen Uber
einen Bereich von 48 pm. Jedes zweidimensionale Bild hatte eine GréBe
von 512 x 512 Pixeln. Die VoxelgréBe (dreidimensionales Aquivalent zu
einem Pixel) lag zwischen 0.12 x 0.12 x 1.50 um und 0.24 x 0.24 x 1.50
uM. Die Erfassungsdauer fir einen Bildstapel betrug ca. zwei Minuten.

normosmolar hypoosmolar Reperfusion RLB hypoosmolar mit BaCl  Reperfusion
10 min 20 min 10 min 5 min 20 min 10 min
H ES =5 =5 L 8 = = =5 = _
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 min
- w [B stack
Abb. 11: Darstellung des Versuchsprotokolls. Zunachst erfolgte eine 10-

mindtige Superfusion mit normosmolarer Ldsung, anschlieBend wurde 20 Minuten
hypoosmolare Lésung gegeben, gefolgt von einer erneuten 10-minltigen Superfusion mit
normosmolarer Lésung. AnschlieBend erfolgte zusétzlich eine 5-minitige Gabe von
normosmolarer Lésung mit Barium, gefolgt von einer 20-minitigen Superfusion mit
hypoosmolarer Losung mit Barium. AbschlieBend wurde das Gewebe erneut 10 Minuten
mit normosmolarer Lésung reperfundiert. Zu ausgewahlten Zeitpunkten (Pfeile, stacks)
wurde das Schwellungsverhalten digital analysiert. RLB = normosmolare Lésung mit 1M
Bariumchlorid (BaCl), LW = Lésungswechsel, S = Bildstapel (stack), min = Minuten.
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Die Bildbearbeitung und morphometrischen Messungen wurden mit der
NIH Software Imaged durchgefihrt. Die durch den Photomultiplier
verursachten Hintergrundstérungen wurden mittels der Software
herausgerechnet, sie lagen in einem Bereich von 5-20 auf einer Grauskala
mit den Werten 0-255. Die GrdBe der Zellsomata wurde durch
Ausmessung (um?) einzelner Zellen in einer Maximal-Intensitat-Projektion
(MIP, maximum intensity projection) ermittelt. Eine MIP ist eine
zweidimensionale Darstellung der Uberlagerung aller Einzelebenen eines
Bildstapels. Die Ausmessung der astrozytédren Fortsatze wurde in der
Weise vorgenommen, dass ein definierter Bereich in einem konstanten
Abstand von 5 pM von einem Zellsoma festgelegt wurde, indem die
Fluoreszenzintensitdt oberhalb der Schwelle erfasst wurde. Die
Ergebnisse flir die verschiedenen osmotischen Bedingungen wurden mit
der Autoschwellenfunktion von ImagedJ analysiert, gefolgt von der
Anwendung der Partikelanalysefunktion (stellt den Bereich in Prozent dar,
der Pixel oberhalb der Schwelle enthalt). Die Darstellung der Werte
erfolgte als Flachenprozent der Kontrolle, die 100% gesetzt wurde. Die
Daten wurden z.T. in Zusammenarbeit mit Pajam Dibaj, Arbeitsgruppe PD
Dr. Neusch, Abteilung Neurologie, Georg-August Universitat Géttingen
erarbeitet.
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5. Ergebnisse

5.1. Kontrolle der Spezifitat der Antikorper fur das K;4.1-
Protein und das Aquaporin 4-Protein

5.1.1. Anti-K;4.1-Antikorper

Der anti-K;;4.1-Antikdrper (Alomone Laboratories, Israel) wurde gegen ein
synthetisches Peptid (Aminosdurenkode KLEESLREQAEKEGSALSV)
hergestellt, was den Aminosduren 356-375 des Ki4.1-Proteins aus der
Ratte entspricht. Dieser Antikdrper (AK) konnte in verschiedenen Studien
erfolgreich (Connors und Kofuji, 2002, Guadagno und Moukhles, 2004,
Noel et al., 2005, Neusch et al., 2006) zur Detektion des K;4.1-Proteins in
murinem Gewebe eingesetzt werden und ist aufgrund der starken
Homologie auch zur Anwendung in menschlichem Gewebe nutzbar.

Zur Kontrolle des Bindeverhaltens des AK wurden gemischte gliale
Kulturen vom  Rickenmark der Maus aus der KIRB-Linie
(Oligodendrozyten mit  transgener Expression eines roten
Fluoreszenzfarbstoffs) angelegt. Diese Kulturen wurden mit dem anti-
Kir4.1-AK nach einem Standardprotokoll gefarbt. In Einklang mit friiheren
Studien (Neusch et al., 2001) konnte eine starke Expression des K;4.1-
Proteins auf kultivierten Oligodendrozyten nachgewiesen werden (Abb.
12; a, b). Wurde der anti-K;4.1-AK an das Kontrollantigen praadsorbiert,
fand keine Bindung an das Zielprotein statt (Abb 12; e, f). In Kulturen von
Kii4.1-KO-Tieren konnte keine K;;4.1-Immunfarbung gezeigt werden. Diese
beiden Ergebnisse sprechen flr eine spezifische Bindung des anti-Ki4.1-
AK an das K4.1-Protein. Ein K;4.1-Kanal baut sich entweder aus einem
Homotetramer oder einem Heterotetramer mit anderen K -
Kanaluntereinheiten auf. In murinen Gewebelysaten erkannte der anti-
Ki4.1-AK  mehrere Banden im Bereich von 160-200 KkD. Diese
entsprechen der tetrameren Form des Kanals sowie mdglichen héher-
molekularen Proteinkomplexen (Abb. 12; h, Multimere) mit potentiellen
Bindepartnern. Dazu kénnen andere Ki —Kanaluntereinheiten, Aquaporine
und Syntrophine zahlen (Connors et al., 2004, Nagelhus et al., 2004, Noel
et al., 2005). Um 80-85 kD wurde die dimere Form des Kanals detektiert
und bei etwa 40 kD die monomere Kanaluntereinheit. In einigen Fallen
erkannte der anti-K;4.1-AK eine unspezifische Bande oberhalb von 85 kD,
die auch nach Praadsorption des Ki4.1-AK an das Kontrollantigen
detektiert werden konnte. Das gleiche Ergebnis wurde in Gewebelysaten
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von K;4.1-defizienten Tieren mit dem anti-K;4.1-AK (nicht gezeigt) erzielt.
Diese Bande ist fir die qualitativen und quantitativen Ergebnisse dieser
Arbeit nicht relevant und deshalb zu vernachlassigen.

DsRed1|b A1

Multimer —pm —200 kD
DsRed1]d .
-
unspez.—m- -
Dimer —» —85 kD

DsRed1|f

Monomer —»

1

Abb. 12: Bindeverhalten des anti-K;4.1-Antikérpers. (a, b) In gemischten glialen
Kulturen der KIRB-Linie detektiert der anti-K;4.1-AK die Expression von K;4.1 (b, grin,
Alexa488) auf Oligodendrozyten (a, rot, mPLP-DsRed1). (c, d) Prédadsorption des anti-
Kii4.1-AK an das Kontrollantigen. (e, f) Kulturen von K;4.1-KO-Tieren sind K;4.1-negativ.
Oligodendrozyten aus K;4.1-negativen Tieren sind in vitro aufgeschwollen (e). K;4.1P =
anti-K;4.1-AK an Kontrollantigen praadsorbiert. Skalierung 30 um (a, b), 50 um (c, d), 20
um (e, f). (h) Der anti-K;4.1-AK detektiert im Western Blot (Spur 1) vornehmlich 4
Banden. Nach Praadsorption des anti-K;4.1-AK an das Kontrollantigen verbleibt eine
unspezifische Bande (Spur 2). unspez. = unspezifische Bande.

—40.7 kD

5.1.2. Anti-AQP4 Antikorper

In dieser Arbeit wurden zwei anti-AQP4-AK (Santa Cruz Biotechnologie,
CA, USA) eingesetzt. Fir den immunhistochemischen und
immunzytochemischen Nachweis der Expression wurde ein in Ziege
hergestellter anti-AQP4-AK (H-19) verwendet, der gegen die Aminosauren
280-320 des menschlichen AQP4-Proteins gerichtet ist. Abbildung 13
zeigt den immunzytochemischen Nachweis des AQP4-Proteins auf
Astrozyten in einer gemischten glialen Kultur des Rickenmarks von
Tieren aus der KIRC-Linie (Astrozyten mit transgener Expression eines
grinen Fluoreszenzfarbstoffs). In kultivierten Astrozyten konnte eine
relativ.  gleichmaBige Proteinexpression gezeigt werden. Durch
Praadsorption des anti-AQP4-AK an das Kontrollantigen wurde die
Bindung des AK an das Zielprotein verhindert, was fir eine spezifische
Detektion von AQP4 durch den anti-AQP4-AK (H-19) spricht. Im Western
Blot wurde der anti-AQP4-AK H-80 verwendet, der gegen die
Aminosauren 244-323 des menschlichen AQP4-Proteins gerichtet ist
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(Abb. 13; Einsatzbild). In RlUckenmarkslysaten von Mausen detektierte
dieser anti-AQP4-AK hauptsachlich eine starke Bande um 30 kD (neben
weiteren Banden im héhermolekularen Bereich, nicht gezeigt), die dem
monomeren AQP4-Protein entsprach. Praadsorption des Antikérpers an
das Kontrollantigen verhinderte eine Bindung des AK an das AQP4-
Protein in Gewebelysaten.

Abb. 13: Test der Spezifitat der anti-
AQP4-Antikérper. (a, b) In
gemischten glialen Kulturen bindet der
anti-AQP4-AK (H-19) an das AQP4-
Protein (b, rot, Cy3) auf Astrozyten (a,
grin, hGFAP-EGFP). (c, d)
Préadsorption des anti-AQP4-AK (H-
19) an das Kontrollantigen. AQP4 P =
AQP4-AK an Kontrollantigen
praadsorbiert. Anmerkung: In Kultur
sind nicht alle Astrozyten AQP4-
positiv. Skalierung 100 pm. Im
Western Blot (Einsatzbild in d)
detektiert der anti-AQP4-AK (H-80)
eine starke Bande um 30 kD (Spur 1).
Spur 2 zeigt die Praadsorption des
anti-AQP4-AK an das Kontrollantigen.

5.2. Analyse der entwicklungsabhangigen Expression von
Ki4.1 im Ruickenmark der Maus

Es gibt in der Literatur unterschiedliche Daten (siehe 2.2.2.) hinsichtlich
der Expression von Kj4.1 in Gliazellen (Poopalasundaram et al., 2000,
Higashi et al., 2001, Neusch et al., 2001, Kalsi et al., 2004). Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit eine zeitliche und zellspezifische
Analyse der Expression von K;4.1 im Ruckenmark der Maus durchgefthrt.
Dies diente zudem dazu, die Ergebnisse in einem chronischen
Krankheitsmodell fir die Motoneuron-Erkrankung ALS (5.4.) einem
spezifischen Zelltyp zuordnen zu kénnen.

Zunachst wurde die Expression von Ki4.1 in gemischten glialen Kulturen
des Ruckenmarks von Mausen aus der KIRM-Linie untersucht. Diese
Tiere exprimieren DsRed unter der Kontrolle des murinen PLP-Promotors
und EGFP unter Kontrolle des humanen GFAP-Promotors (siehe 4.1.6).
Dabei wurden die Ergebnisse einer friheren Arbeit (Neusch et al., 2001)
bestatigt. In Oligodendrozyten konnte eine starke Expression von K;4.1
gezeigt werden (Abb. 14; a, b), wahrend in (jungen) Astrozyten (Abb. 14;
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c, d) kein Kj4.1 nachgewiesen werden konnte. In alteren Kulturen (nicht
gezeigt) wurde eine Hochregulation von K;4.1 auf Astrozyten beobachtet.

a DsRed1 Abb. 14: Expression von K;4.1 in
gemischten glialen Kulturen des
Rickenmarks der Maus. (a, b)
Oligodendrozyten (a, rot, mPLP-
DsRed1) sind immunpositiv fir K;4.1
(b, magenta, Cy5). Der Zellkdrper und
die priméren Fortsatze zeigen eine
etwas starkere Expression als die
feinen Zellfortsatze (Anmerkung: Dies
ist auch in verschiedenen Ebenen
nachweisbar). (¢, d) In jungen
Astrozyten (c, griin, hGFAP-EGFP)
kann nach einer Woche Kultivierung
kein K;4.1 (d) detektiert werden.
Skalierung 20 pm

Um Aussagen Uber die potentielle Funktion eines Proteins machen zu
kénnen ist es hilfreich, dessen Expression im Gewebeverband zu kennen.
In Interaktion mit anderen Zellen erfillen Gliazellen in Abhéngigkeit vom
Entwicklungsstatus des Gewebes besondere Aufgaben. Hierflr bendtigen
sie spezielle Proteine, so dass Gliazellen in situ und in Abhangigkeit von
ihrem Alter andere Proteine in ihre Membran einbauen als in vitro. Aus
diesem Grunde wurde die Expression von Ki4.1-Kanalen
immunhistologisch in Paraffinschnitten aus dem Rickenmark zu
verschiedenen postnatalen Zeitpunkten analysiert. Zusatzlich wurde die
Proteinmenge von Ki4.1 im Western Blot in Abh&ngigkeit vom Alter
untersucht.

Frih postnatal wurde das K;4.1-Protein vorwiegend auf Zellkérpern im
Bereich der weiBen Substanz detektiert (Abb. 15; a). Um P7 wurde eine
verstarkte, diffuse Ki4.1-Immunfarbung in der grauen Substanz gezeigt, in
der weiBen Substanz konnte ebenfalls eine K;4.1-Expression
nachgewiesen werden (Abb. 15; b). Mit zunehmendem Alter der Tiere
verstarkte sich die Diskrepanz zwischen der starken K;4.1-Immunfarbung
in der grauen Substanz und abnehmender Detektion des Proteins in der
weiBen Substanz (Abb. 15; b-e). In adultem Gewebe konnte in der weiBBen
Substanz nur noch ein sehr schwaches Signal fir Kj4.1 nachgewiesen
werden, wahrend die graue Substanz stark K;4.1-immunpositiv war.

63



P7 P10 P20 ad.

P4

—
—

unspez.
Dimer
Monomer

Abb. 15: Immunhistologische und proteinbiochemische Analyse der Expression
von K;4.1 im Rickenmark der Maus. (a-e) Immundetektion von K;4.1 auf
Paraffinquerschnitten verschiedener Alterstufen. Um P4 wird K;4.1 vornehmlich auf
Zellkdérpern in der weiBen Substanz detektiert (a). Ab P7 kann eine Verstarkung des
Kii4.1-Immunsignals in der grauen Substanz nachgewiesen werden (b), wahrend in der
weiBen Substanz mit zunehmendem Alter eine Abnahme der Ki4.1-Immunfarbung zu
verzeichnen ist (c-e). GS = Graue Substanz, WS = WeiBe Substanz, Skalierung 20 um
(b-e), 10 um (a). (f) Western Blot Analyse der K;4.1-Proteinmenge im Zeitverlauf von P4-
adult. Um P4 sind vornehmlich das Monomer sowie das Dimer schwach nachweisbar.
Zwischen P7 und P10 nimmt die Expression héhermolekularer Formen zu und es wird
ein Bandenmuster erhalten, das nur quantitativ unterschiedlich zu adulten Tieren ist.
Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. ad. = adult
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Die entwicklungsabhangige Verstarkung der Expression des Kj4.1-
Proteins in der grauen Substanz korrelierte mit einer fortschreitenden
Erhdhung der Menge des K;4.1-Proteins im Western Blot (Abb. 15; f) mit
zunehmendem Alter der Tiere. Am vierten postnatalen Tag konnte eine
schwache Bande fur das Ki4.1-Monomer und das K;4.1-Dimer
nachgewiesen werden. Weiterhin wurde ein Immunsignal im
héhermolekularen Bereich detektiert, welches den in Abbildung 12 h
gezeigten Ki4.1-Komplexen entspricht. Bei sieben Tage alten Tieren
konnten Monomer, Dimer und hdher-molekulare Komplexe von Kj4.1
deutlich nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf der Entwicklung kam
es nur noch zu einer Zunahme des Immunsignals flr alle Banden (siehe
auch Kaiser et al., 2007, Abb. 1;f).

Abb. 16: Zelluldre Expression von K;4.1 in situ im Riickenmark der Maus. (a-f) In
frih-postnatalem Gewebe (P1-P7) wird das K;4.1-Protein (a, magenta, Cy5) auf
Zellkdrpern von PLP-positiven Oligodendrozyten (b, rot, mPLP-DsRed1) in der weiBen
Substanz nachgewiesen, wahrend Astrozyten (e, griin, EGFP) immunnegativ sind (d). (g-
j) Ab etwa dem postnatalen Tag 7-9 kann in der grauen Substanz eine Uberlappung (j)
der Ki4.1-Immunfarbung (g) mit dem Astrozytennetzwerk (h) nachgewiesen werden.
Oligodendrozyten (i) in der weiBen Substanz des Rickenmarks exprimieren K;4.1
(Pfeile) auf ihren Zellkérpern, Astrozyten hingegen sind immunnegativ. GS = graue
Substanz, WS = WeiBe Substanz, UL = Uberlagerung. Skalierung 2 uM (a-f), 20 pm (g-j)

Durch  Untersuchung von Mausen, die transgen verschiedene
Fluoreszenzproteine zur Zellidentifikation exprimieren, war es maoglich,
das in Abbildung 15 gezeigte Ki4.1-Immunsignal spezifisch den
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unterschiedlichen Zelltypen zuzuordnen. In der ersten postnatalen Woche
wurde das Kj4.1-Protein  Uberwiegend auf Zellkbrpern von
Oligodendrozyten in der weiBen Substanz nachgewiesen (Abb. 16; a-c).
Astrozyten der weilBen Substanz hingegen exprimieren
immunhistochemisch kein Kj4.1 (Abb. 16; d-f). Das in der zweiten
postnatalen Woche zunehmende Immunsignal fir Ki4.1 in der grauen
Substanz konnte Astrozyten zugeordnet werden (Abb. 16; g-j). Im
Gegensatz zu Oligodendrozyten, die Ki4.1-Kandle verstarkt auf dem
Zellkérper exprimieren, war das Signal in der grauen Substanz
vornehmlich mit dem astrozytdren Netzwerk in den perineuralen
Bereichen assoziiert.

In adulten Tieren konnte ebenfalls eine starke Expression von K;4.1 (Abb.
17; a) im astrozytaren Netzwerk (Abb. 17; b) der grauen Substanz des
RUckenmarks gezeigt werden. In einigen Fallen konnte eine leichte K;4.1-
Immunfarbung auf astrozytaren Fortsatzen, die aus der grauen Substanz
in die weiBe Substanz reichten, detektiert werden. Eine Zellkdrper-
assoziierte astrozytare Farbung konnte in der weiBen Substanz nicht oder
nur schwach detektiert werden. Blockierungsexperimente mit dem
Kontrollantigen zeigten zudem, dass in der weiBen Substanz (im
Gegensatz zur grauen Substanz) ein schwaches Signal auf diesen Zellen
zurlckblieb, so dass dieses Immunsignal evil. auf unspezifische
Bindungen zurlickzufthren ist. In der weiBen Substanz waren bei héherer
Vergr6Berung (nicht gezeigt) vereinzelt K;4.1-positive Zellkdrper
erkennbar, deren Fluoreszenzsignal nicht mit EGFP (berlappte.
Insgesamt war das Kj4.1-Immunsignal jedoch stark reduziert. Die
VergréBerung eines Ausschnitts aus Abbildung 17 verdeutlicht den
Unterschied des Ki4.1-Immunsignals an der Grenze zwischen der grauen
und weiBen Substanz. Einige Autoren beschreiben, dass eine starke
Bindung des CNP-AK an das Zielprotein ggf. das Bindeverhalten anderer
AK negativ beeinflussen kann. Ein analoges Farbemuster wurde jedoch
auch erhalten, wenn die Kj4.1-Immunfarbung separat durchgefiihrt wurde
(nicht gezeigt, vergleiche auch Kaiser et al. 2006, Abb. 4).
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Abb. 17: K;4.1-Expression im adulten Riickenmark der Maus. (a-d) Im adulten
Rickenmark wird das K;4.1-Protein (a, magenta, Cy5) hauptséchlich im astrozytaren
Netzwerk (b, grin, EGFP) der grauen Substanz nachgewiesen. In der weien Substanz,
markiert durch eine CNP-Farbung (c, rot, Cy3), wird kaum K;4.1-Immunsignal detektiert.
Die VergréBerungen zeigen einen Ausschnitt am Ubergang zwischen weiBer und grauer
Substanz aus der Uberlagerung (d). Anmerkung: Die CNP-Farbung stellt kompaktes
Myelin dar. Zellkérper kénnen nicht markiert werden. Skalierung 100 um

Neuronale Zellen exprimieren K -Kanale. Bezliglich der Expression der
Ki4.1-Kanaluntereinheit in Neuronen gibt es voneinander abweichende
Studien (siehe 2.2.2.). FiOr die weiterflhrenden Experimente,
insbesondere fir die Untersuchung der Rolle der K;4.1-Kanaluntereinheit
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bei der Motoneuron-Erkrankung ALS (Abschnitt 5.4.) war es erforderlich
zu ermitteln, ob Motoneurone im Rlickenmark der Maus immunpositiv
oder immunnegativ fir Kiy4.1 sind. Abbildung 18 zeigt den Nachweis des
Ki4.1-Proteins im astroglialen Netzwerk, welches spinale Motoneurone
eng umschlieBt, wahrend die Motoneurone selbst keine Farbung fir das
Ki4.1-Protein aufweisen.

Abb. 18: K;;4.1 wird nicht auf Motoneuronen exprimiert. Spinale Motoneurone wurden
durch die Nissl-Farbung (c, rot) markiert. Es lasst sich auf Motoneuronen kein
Immunsignal fir Ky4.1 (a, magenta, Cy5) detektieren. Die Motoneurone werden von
einem dichten Netzwerk von Kj4.1-immunpositiven astrozytaren Fortséatzen (b, grin,
EGFP) umgeben. Anmerkung: Die Nissl-Farbung detektiert ebenfalls Zellkerne von
Gliazellen, die jedoch aufgrund ihrer geringeren GréBe deutlich von den Motoneuronen
unterscheidbar sind. UL = Uberlagerung. Skalierung 10 pm

Funktional sind K;4.1-Kanéle sehr wahrscheinlich an der Kaliumpufferung
durch Astrozyten beteiligt (siehe 2.2.2). In Korrelation mit dieser
postulierten Funktion zeigen hochauflésende Aufnahmen (Abbildung 19;
a-c), dass das Ki4.1-Protein verstarkt auf perivaskularen EndfliBen von
Astrozyten detektiert werden konnte. Die Ki4.1-Immunfarbung wies dabei
das charakteristische punktférmige (‘patchy') Farbemuster auf.

Abb. 19: Detektion des K;4.1-Proteins auf perivaskuldren EndfiiBen von Astrozyten
im Rickenmark. Ki4.1 (b, rot, Cy3) wird auf Fortsatzen von Astrozyten (a, griin, EGFP)
exprimiert, die spinale BlutgefaBe (G) eng umschlieBen. Die hochauflésende Darstellung
zeigt ein punktférmiges Signal, wobei es sich vermutlich um einzelne Kanalcluster
handelt. UL = Uberlagerung. Skalierung 2 pm
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5.3. Funktionelle Analyse der K;4.1-Untereinheit in einem
Modell fiir die Schwellung von Gliazellen

Studien an der Retina zeigen, dass eine postischamisch auftretende
verminderte Expression von K;4.1 eine Anschwellung von Millerzellen
auslést (Pannicke et al., 2004, landiev et al., 2006, Reichenbach et al.,
2007). Ki4.1 kdnnte demnach eine Rolle bei der Volumenregulation von
Gliazellen spielen. Eine verminderte Expression oder Funktionsfahigkeit
des Kanals kdnnte weiterhin unter pathologischen Bedingungen an
Zellanschwellungen oder sogar der Ausbildung von Odemen beteiligt sein.
Das sehr &hnliche Expressionsmuster von K;4.1 und AQP4 hat zudem zu
der Vermutung geflhrt, dass die (hypothetisierte) Kalium-getriebene
Volumenveranderung der Gliazellen durch Wassertransport Gber AQP4
vermittelt wird (Nagelhus et al., 1999, Higashi et al., 2001, Nagelhus et al.,
2004, Oshio et al., 2004, Connors und Kofuji, 2006, Olsen et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst analysiert, ob das
Expressionsmuster von Kij4.1 und AQP4 im Rickenmark grundsatzlich
eine funktionelle Kopplung vermuten l&sst. In einem Modellsystem unter
Ausnutzung K;4.1-defizienter Mause wurde weiterhin untersucht, ob die
Expression der Ki4.1-Kanaluntereinheit einen Einfluss auf das
Schwellungsverhalten von Astrozyten im Rickenmark hat.

5.3.1. Kolokalisierte Expression von K;4.1 und AQP4

Zunachst wurde ermittelt, auf welchen Zelltypen des Rickenmarks AQP4
exprimiert wird. Aufgrund der leichten experimentellen Handhabung
wurden die Untersuchungen zuerst an Zellkulturen durchgefihrt.
Abbildung 20 (a, c) zeigt, dass Oligodendrozyten in vitro immunnegativ fir
das AQP4-Protein waren, Astrozyten hingegen zeigten ein AQP4-
Immunsignal (Abb. 20; b, c). Die AQP4-Immunféarbung verteilte sich relativ
gleichmaBig Uber den gesamten Zellkbrper der Astrozyten und zeigte
keine erkennbare Haufung. Das Farbemuster von Kj4.1-WT-Tieren
unterschied sich nicht von dem von K;4.1-KO-Tieren. Im Western Blot
(Einsatzbild in Abb. 20; h) konnten keine quantitativen Unterschiede in der
Menge des AQP4-Proteins zwischen Kj4.1-WT- und K;4.1-KO-Tieren
nachgewiesen werden. Die Inaktivierung des Ki4.1-Gens hatte keine
Auswirkung auf die Expression des AQP4-Proteins.
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Abb. 20: Die Expression des AQP4-Proteins in vitro ist unabhéangig von der
genetischen Inaktivierung des K;4.1-Gens. AQP4 (c und g, magenta, Cy5) wird auf
Astrozyten (b und f, griin, EGFP) von K;4.1-WT-Tieren (a-d) als auch von K;4.1-KO-
Tieren (e-h) detektiert. Oligodendrozyten (a, rot, Cy3 (MBP); e, DsRed1) sind weder in
Kii4.1-WT- noch K;4.1-KO-Tieren immunpositiv fir das AQP4-Protein. Anmerkung: In
Kultur exprimieren nicht alle Astrozyten AQP4 (siehe g), dies ist jedoch unabhangig vom
Ki4.1-Genotyp. UL = Uberlagerung. Skalierung 20 um. Der Einsatz in (h) zeigt den
Nachweis gleichbleibender Proteinmengen in Kulturlysaten von Ki4.1-WT- (Spur 1) und
Kii4.1-KO-Tieren (Spur 2) im Western Blot.

Die funktionellen Untersuchungen der Rolle von Ki4.1 im
Schwellungsverhalten von Astrozyten wurden in dieser Arbeit im
Schnittgewebe durchgefihrt. Einleitend wurde beschrieben, dass
verschiedene Studien eine funktionelle Kopplung von Ki4.1 und AQP4
postulieren. Aus diesem Grund, und weil die Protein-Expression in vitro
anders als in situ verteilt sein kann, wurde im Folgenden eine
immunhistologische Untersuchung fir das AQP4-Protein an Paraffin- bzw.
Kryoschnitten durchgefihrt. Im Rahmen dieser Experimente wurde
analysiert, ob das Kj4.1-Protein und das AQP4-Protein im Rickenmark
der Maus kolokalisieren.

Abb. 21: Kolokalisierte Expression des K;4.1-Proteins und des AQP4-Proteins im
Rickenmark der Maus. In Kryoquerschnitten des Rulckenmarks (P14) werden
Immunsignale fur Ki4.1 (a, griin, ALEXA488) und AQP4 (b, rot, Cy3) vorwiegend in der
grauen Substanz detektiert. Die Uberlagerung (c) zeigt, dass beide Membranproteine
kolokalisiert sind. UL = Uberlagerung. Skalierung 200 um
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Abbildung 21 zeigt eine Doppelfarbung fir Ki4.1 und AQP4 im
Rldckenmarksgewebe. Beide Proteine waren verstérkt in der grauen
Substanz lokalisiert, in der Uberlagerung erkennt man das (berlappende
Expressionsmuster beider Proteine. Dieses Muster fand sich auch in
adulten Tieren (siehe auch Abb. 22).

Abb. 22: Subzelluldre Verteilung von K;4.1 und AQP4 im adulten Ventralhorn der
Maus. Das K;4.1-Protein (rot, Cy3) wird wie das AQP4-Protein (magenta, Cy5) verstarkt
auf den Fortsatzen von Astrozyten (grin, EGFP) nachgewiesen, die BlutgefaBe
umschlieBen. In der Uberlagerung (d, h, |, p) ist erkennbar, dass die Expression beider
Proteine weitgehend Uberlappend ist (siehe Pfeilspitzen in i-l). Auf dem Zellkérper sind
Kii4.1-Kanale und AQP4-Kanale nur schwach exprimiert (Pfeile in i-l). Abstand zwischen
den konfokalen Ebenen je 2 um. UL = Uberlagerung. Skalierung 5 pm

In Abbildung 22 ist die Vergr6Berung einer Immundetektion des K;4.1-
Proteins und des AQP4-Proteins auf einem Astrozyten in Kontakt mit
einem BlutgefaB im Ventralhorn des Rickenmarks der Maus gezeigt. Es
handelt sich dabei um die Darstellung mehrerer konfokaler Ebenen Uber
einen Bereich von insgesamt 6 pm. Das Kj4.1-lImmunsignal zeigte im
Gewebe das charakteristische diffuse, punktférmige Farbemuster. Sowohl
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Ki4.1 als auch AQP4 wurden verstarkt auf den Zellfortsatzen von
Astrozyten detektiert, die das BlutgefaB umschlieBen. In den Uberlagerten
Aufnahmen ist eine starke Uberlappung beider Signale erkennbar. In der
Abfolge der konfokalen Ebenen ist weiterhin ersichtlich, dass der
Zellkdrper weitgehend frei von einer Expression beider Proteine war.

Zudem wurde analysiert, ob die Inaktivierung des K;4.1-Gens in K;4.1-
KO-Tieren eine Auswirkung auf die Expression oder die Membraninsertion
des AQP4-Proteins hat. In situ hat die fehlende Expression des K;4.1-
Proteins keinen Einfluss auf die Membranexpression von AQP4 in
Astrozyten (Abb. 23; d-f, siehe auch Dibaj et al., 2007, Abb. 4; b-g). Das
AQP4-Protein wurde ebenfalls in Ki4.1-KO-Tieren verstarkt auf
(astrozytaren) Fortsatzen in  engem Kontakt mit BlutgefaBen
nachgewiesen. Des Weiteren waren die Proteinmengen des AQP4-
Proteins in Rickenmarkslysaten von Ki4.1-KO-Tieren und K;4.1-WT-
Tieren identisch. Dieses Ergebnis bildet die Grundlage fiir die Aussage,
dass die im folgenden Modell gewonnenen Daten nicht auf eine
veranderte Expression des AQP4-Proteins zurlckzufihren sind.
Rackschlisse hinsichtlich der Funktionalitat von AQP4 kénnen aus den
Daten nicht gezogen werden.
b

AQP4 =

Tubulin "sss
1 2

Abb. 23: Die Expression von AQP4 auf astrozytaren Fortsétzen ist unabhéangig vom
K;4.1-Genotyp in situ. Nachweis von AQP4 (b, e, magenta, Cy5) und K;4.1 (a, d, rot,
Cy3) auf Kryoquerschnitten von K;4.1-WT- (a-c) und K;4.1-KO-Tieren (d-f) und
proteinbiochemische Analyse des AQP4-Proteins (Einsatzbild in d). In K;4.1-KO-Tieren
wird AQP4 unverandert im Bereich von BlutgeféaBen exprimiert (e und f). Das Einsatzbild
in (d) zeigt keine quantitativen Unterschiede zwischen der AQP4-Proteinmenge in K;4.1-
KO-Tieren (Spur 2) und K;4.1-WT-Tieren (Spur 1). Tubulin wurde als Ladekontrolle
verwendet. G = GefaB. UL = Uberlagerung. Skalierung 5 pm
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5.3.2. Rolle von K;4.1 im Schwellungsverhalten von Astrozyten im
Rickenmark

Das zellulare Odem im Rickenmark ist vorwiegend durch eine
Zellanschwellung von Gliazellen gekennzeichnet. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Anschwellung von Astrozyten durch die Gabe einer
hypotonen  Extrazelluldrlésung  experimentell ~ simuliert.  Dieses
Modellsystem wurde bereits 2004 von Pannicke et al. in der
(postischamischen) Retina angewendet. Es wurden Lebendquerschnitte
aus dem Ventralhorn des zervikalen Riackenmarks von Kj4.1-WT- und
Kir4.1-KO-Tieren angefertigt und mittels 2-PLSM vergleichend analysiert.

Abb. 24: Exemplarische Darstellung der Datenbearbeitung der
Schwellungsexperimente. In der Abfolge der Einzelbilder (a) sind 30 Einzelebenen
einer Messung unter normosmolaren Bedingungen gezeigt. (b) stellt die MIP dieser
Ebenen dar, in (c) ist die MIP nach dem Filterungsprozess dargestellt. (d) zeigt die
verbleibende Information als schwarz/wei8 Darstellung nach Setzung einer
automatischen Schwelle durch das Programm Image J. Skalierung 10 um
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In Abbildung 24 ist eine exemplarische Auswertung eines Bildstapels
dargestellt. 30 Einzelebenen (fur die Auswertung wurden in der Regel 32
Ebenen verwendet) wurden zu einer MIP (Abb. 24; b) Uberlagert, die mit
dem Programm Image J gefiltert (Abb; 24, c) wurde. Die Uberschwelligen
Signale lieferten die Basis (Abb. 24; d) fiir die quantitative Auswertung.

Abb. 25: Darstellung des Schwellungsverhaltens von Astrozyten nach
hypoosmolarem osmotischem Stress. MIP nach 20 Minuten Ldsungsapplikation. Die
Superfusion mit hypoosmolarer Extrazellularliésung 16st in Ki4.1-WT-Tieren (a-d) eine
Anschwellung des Zellsomas (b) und in K;4.1-KO-Tieren (e-f) zusétzlich eine
Aufschwellung der glialen Fortsatze (f) aus. Eine Blockade mit Barium (100 pM) unter
hypoosmolaren Bedingungen bewirkt eine Fluoreszenzzunahme in den Fortsdtzen der
Astrozyten von K;4.1-WT-Tieren (c) auf ein vergleichbares Niveau wie in der K;4.1-KO-
Maus unter (f) beobachtet wurde, wéahrend das astrozytdre Netzwerk von K;4.1-KO-
Tieren (g) keine weitere Zunahme der Fortsatzschwellung zeigt. (d, h) Sowohl in K;4.1-
WT- als auch K;4.1-KO-Tieren sind die Anschwellungen durch Superfusion mit
normosmolarer Lésung reversibel. Zellkdrper sind durch Kreise, Fortsatze durch Pfeile
hervorgehoben. normosm. = normosmolar, hosm. = hypoosmolar, Skalierung 30 um

In den Ubersichtsaufnahmen in Abbildung 25 sind MIP der erfassten
Bildserien fur Ki4.1-WT- und K;4.1-KO-Tiere veranschaulicht. Dargestellt
sind die Ergebnisse nach jeweils 20 Minuten Superfusion mit den
jeweiligen Ldsungen. Unter normosmolaren Bedingungen konnte Uber
einen Zeitverlauf von 10 Minuten keine Schwellung beobachtet werden.
Applikation von hypoosmolarer Lésung flhrte bereits nach wenigen
Minuten (maximal 5, nicht gezeigt) zu einem Aufschwellen der
astrozytaren Zellkdrper sowohl von Kj4.1-WT- als auch K;4.1-KO-Tieren.
Astrozyten K4.1-defizienter Mause zeigten unter diesen Bedingungen
zusatzlich eine Schwellung der astrozytaren Fortsatze. Die zeitgleiche
Applikation von hypoosmolarer Lésung und Barium bewirkte in K;4.1-WT-
Astrozyten eine Zunahme der Fluoreszenz im astrozytaren Netzwerk, die
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vergleichbar mit der Reaktion von K;4.1-KO-Astrozyten auf hypoosmolare
Lésung ohne Bariumblockade war. Bei Astrozyten aus K;4.1-KO-Tieren
bewirkte die zusatzliche Blockade durch Barium keinen weiteren Anstieg
des Fluoreszenzsignals. Die Zellanschwellungen waren durch eine 10-
minGtige Reperfusion mit normosmolarer Lésung vollstandig reversibel.

In Abbildung 26 sind die GrdBenveranderungen der astrozytaren
Zellkdérper und Somata vergroBert und separat gezeigt. Das
Schwellungsverhalten der Zellen unter den verschiedenen osmotischen
und pharmakologischen Bedingungen wurde statistisch einzeln fur die
Somata und Fortsatze analysiert. Unter hypoosmolaren Bedingungen kam
es zu einer ca. 40%igen GrdBenzunahme der astrozytdren Zellkérper
sowohl von Ki4.1-WT- als auch Ki4.1-KO-Tieren, die sich signifikant vom
Kontrollwert (Ki4.1-WT-Astrozyten unter normosmolaren Bedingungen)
unterschied. Die gleichzeitige Gabe von Barium und hypoosmolarer
Lésung fuhrte bei beiden Testgruppen nicht zu einer weiteren
signifikanten Veranderung der SomagréBe. Die Reperfusion mit
normosmolarer Lésung bewirkte unabhangig vom K;4.1-Genotyp der
Astrozten eine Rlckkehr zum Kontrollniveau. Im Gegensatz zu den
Fortsatzen von Ki4.1-WT-Tieren zeigten die Fortsatze von Ki4.1-KO-
Astrozyten eine ca. 40%ige Anschwellung unter hypoosmolaren
Bedingungen, die signifikant unterschiedlich vom Kontrollzustand war.
Wurde Barium zusammen mit hypoosmolarer Lésung gegeben, so kam es
auch in Kj4.1-WT-Tieren zu einer signifikanten Aufschwellung der
astrozytaren Zellfortsatze. Bei den astrozytaren Fortsdtzen von K;4.1-
defizienten Tieren hatte die Applikation von Barium keinen weiteren
steigernden Effekt auf die Schwellung. Die statistische Analyse zeigte
weiterhin, dass die GréBenveranderungen durch eine Reperfusion mit
normosmolarer Lésung fast vollstandig reversibel waren.

Abb. 26: Schwellung der Zellkérper und Fortsédtze von Astrozyten aus dem
ventralen Rickenmark in Abhédngigkeit vom K;4.1-Genotyp. Exemplarische
Darstellung des Schwellungsverhaltens eines Astrozytenzellkérpers (a) sowie des
astrozytéren Netzwerks (c). Die Auswertung in (b) zeigt eine signifikante Schwellung
astrozytarer Zellkdrper nach Applikation hypoosmolarer Lésung in gesunden und K;4.1-
KO-Tieren, die durch gleichzeitige Gabe von Barium nicht zunimmt. K;4.1-KO-Tiere
zeigen nach hypoosmolarem osmotischem Stress zudem eine signifikante
Fluoreszenzzunahme im astrozytédren Netzwerk, die in gesunden Tieren nur durch eine
zusatzliche Applikation von Barium erreicht werden kann. Fallzahl Zellkérper = 8,
Fortsétze = 12. Angabe der Werte als Mittelwert + Standardfehler. Als Kontrollbedingung
wurde der Status unter normosmolaren Bedingungen (als 100% gesetzt) gewahlt und die
Ergebnisse als % der Kontrollbedingung dargestellt. Der umrandete Bereich in (c) stellt
den definierten Analysebereich flr die statistische Auswertung in (d) dar. *p < 0.05; **p <
0.005. Fur die statistische Auswertung der Mittelwerte aus den gebildeten Paaren wurde
der Student’s t-Test (‘paired T-Test) verwendet und nachfolgend die verschiedenen
Gruppen mit ANOVA analysiert. normosm. = normosmolar, hosm. = hypoosmolar
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5.4. Analyse von K;4.1 in einem chronischen ALS-
Krankheitsmodell

ALS ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung des motorischen
Systems, die derzeit nicht heilbar ist. Es existieren familidare Formen der
ALS, die mit Mutationen des Gens fir die SOD1 (Rosen et al., 1993)
verbunden sind. Es ist nicht hinreichend bekannt, wie diese Mutationen
zur Entstehung von ALS flhren kdnnen. Jedoch ist erwiesen, dass die
alleinige Expression einer mSOD1 in Motoneuronen nicht ausreichend ist,
um eine Degeneration von Motoneuronen auszulésen (Pramatarova et al.,
2001, Lino et al., 2002). Vermutlich kommt es zu einer Beeintrachtigung
der Neuron-Glia Interaktion, in deren Folge die Motoneurone
degenerieren. Astrozyten, die mit ihren Ausldufern die Synapsen der
Neurone eng umgeben, stehen in vielseitiger Wechselwirkung mit
Neuronen. Es gibt Uberzeugende Hinweise, dass K;4.1 in Astrozyten an
der Kaliumpufferung beteiligt ist. Eine verminderte Expression oder
Funktionsbeeintrachtigung von Kj4.1 kénnte zu einer extrazellularen
Kaliumerhdhung flhren, die wiederum mit dem Tod von Motoneuronen in
der ALS assoziiert sein kdnnte.

Es gibt verschiedene mSOD1-transgene (mSOD1, mutierte SOD1)
Tiermodelle zur Analyse der SOD1-assoziierten familiaren Formen der
ALS. Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde das Tiermodell der
SOD1%%" _Maus verwendet. In diesem Tiermodell kommt es im
Gegensatz zum Krankheitsverlauf beim Menschen zunédchst zu einer
Beeintrachtigung der hinteren Extremitdten, weshalb die Untersuchung
der lumbalen Abschnitte des Rickenmarks im Vordergrund der Versuche
dieser Arbeit stand. In verschiedenen Experimenten wurde ermittelt, ob es
immunhistochemisch und/oder proteinbiochemisch zu einer Veranderung
der Kij4.1-Expression kommt. In einem in vitro Kultursystem wurde
weitergehend untersucht, ob eine Erhéhung der extrazellularen
Kaliumkonzentration zu einer Beeinflussung der Uberlebensfahigkeit von
Motoneuronen fiihrt.

5.4.1. Expression von K;4.1 im Riickenmark und Kleinhirn in
Abhangigkeit von der Schwere des Erkrankungsgrades

Zur Analyse der Expression des Kj4.1-Proteins  wurden
Paraffinquerschnitte von 8 pm Dicke aus Ilumbalen Regionen des
Rldckenmarks hergestellt. Diese wurden nach Standardprotokollen mit
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dem anti-K;4.1-AK behandelt. Es wurden mindestens 10 Schnitte fur die
jeweiligen Krankheitsstadien mit den respektiven Kontrollen verglichen. In
der grauen Substanz des Ventralhorns von ntg-SOD1%%** _Tieren konnte
eine starke Immunreaktivitat fir das K;4.1-Protein detektiert werden. Frih
symptomatische SOD®®* _Tiere zeigten eine leichte Reduktion der
Expression von Ki4.1 in der grauen Substanz des Ventralhorns, wahrend
die Expression im Dorsalhorn unverédndert blieb (Abb. 27; b, e). Im
Endstadium ist im Ventralhorn der Tiere eine starke Abnahme der
Immunreaktivitat for Ki4.1 zu verzeichnen, wéahrend das Dorsalhorn
schwaécher betroffen ist (Abb. 27 ¢, f). Um abzusichern, dass es sich bei
dem Ergebnis nicht um eine artifizielle Farbung durch den verwendeten
Antikérper handelte, wurden Kontrolluntersuchungen an Schnitten der
gleichen Tiere (und anderer) mit einem nicht-kommerziellen anti-K;4.1-AK
(Kofuji et al., 2000) entsprechend des Standardprotokolls durchgefihrt.
Mit diesem Antikdrper konnten die Ergebnisse reproduziert werden (Abb.
27; g). Zusatzlich wurde untersucht, ob die reduzierte Expression des
Kii4.1-Proteins mit der Krankheitsdynamik im Ventralhorn assoziiert ist
oder auch in unbetroffenen Hirnregionen auftritt. Dazu wurden
Paraffinschnitten vom Kleinhirn von gesunden Tieren und Tieren im
Endstadium der Erkrankung hergestellt und analysiert. Es konnte kein
nennenswerter Expressionunterschied von K;i4.1 zwischen ntg-SOD1%%4
-Mausen und SOD1%%* _Tieren im Endstadium der Erkrankung gezeigt
werden (Abb. 27; h;, i).
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ntg |b friih sympt.|C Endstadium
DH
VH

e
L IX L IX
Endstadium . Endstadlum

Abb. 27: K;4.1-Expressionsanalyse in Abhéangigkeit vom Krankheitsstadium.
Gesunde Tiere zeigen eine starke Immunreaktivitat fir Ki4.1 in der grauen Substanz (a)
des Lumbalmarks. Im Krankheitsverlauf (b, ¢) kommt es zu einer zunehmenden
Reduktion der K;4.1-Expression im Ventralhorn (VH), wahrend das Dorsalhorn (DH)
auch noch im Endstadium (c) Ki4.1-immunpositiv ist. (d-e) VergréBerte Ausschnitte aus
dem Ventralhorn im Bereich der Lamina IX (L IX) verdeutlichen die sukzessive
Expressionsabnahme der punktférmigen K;4.1-Immunfarbung. (g) Reproduktion des
Ergebnisses mit einem nicht-kommerziellen anti-K;4.1-AK. Das Einsatzbild zeigt die
Farbung im gesunden Tier. (h-i) Im Kleinhirn kommt es bei der Erkrankung nicht zu einer
Expressionsreduktion des K;4.1-Proteins. Es wurden mindestens 10 Schnitte fir die
jeweiligen Krankheitsstadien im Rickenmark und jeweils 3 Schnitte aus dem Kleinhirn
analysiert. ntg = ntg-SOD1%%* sympt. = symptomatisch, Skalierung 200 um (a-c, g), 100
um (d-f, h, i)

5.4.2. Reduktion der K;4.1-Proteinmenge in SOD1%%** .Tieren

Mittels einer proteinbiochemischen Analyse durch Western Blots von
Lysaten aus Rlickenmarksgewebe wurde die in der Immunhistochemie
nachgewiesene Reduktion der Ki4.1-Proteinmenge (semi)-quantitativ
erfasst. Gleichzeitig sollte mit diesem Ansatz genauer charakterisiert
werden, ob der Grad der Proteinreduktion in Zusammenhang mit der
Schwere der Erkrankung steht. Weiterhin wurde untersucht, ob es zur
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Reduktion der monomeren oder multimeren Untereinheiten des Kanals
kommt.

ntg G93A
Multimer — - . .- — 200kD
A oo ad —— T
Dimer —» L — 85 kD
Monomer —— Sl @8 WM oy — 40.7KkD
Tubulin = — —

zerv. lumb. zerv. lumb.

Abb. 28: Proteinbiochemische Analyse der K;4.1-Proteinmenge in
Riickenmarkslysaten. Im Zervikalmark und im Lumbalmark kommt es bei 120 Tage
alten SOD1%%** _Tieren zu einer Reduktion des K;4.1-Monomers. Tubulin diente als
Ladekontrolle. ntg = ntg-SOD1%%* -Tiere, G93A = SOD1%%®* _Tiere, zerv. = zervikal,
lumb. = lumbal

Abbildung 28 zeigt eine vergleichbare Abnahme der Menge des Ki4.1
Monomers sowohl im Zervikal- als auch im Lumbalmark in adulten
SOD1%% _Tieren im Vergleich zu gesunden ntg-SOD1%%** Kontrolltieren.
Die erkennbare leichte Reduktion von hdhermolekularen Komplexen im
Zervikalmark konnte Uber eine gr6Bere Fallzahl sowohl im Zervikalmark
als auch im Lumbalmark als nicht signifikant nachgewiesen werden. FUr
weitere Analysen wurden im Folgenden Lysate des lumbalen
Rdckenmarks untersucht.

Es wurde Uberprift, ob die Reduktion der Ki4.1-Menge ursachlich mit der
Mutation des SOD1-Gens in Verbindung steht oder durch die
Uberexpression des SOD1-Proteins ausgeldst wird (wt-SOD1-Kontrolle).
Hierzu wurden Proteinlysate aus dem lumbalen Rickenmark von adulten
(100-120 Tage alten) wt-SOD1-Tieren, ntg-SOD1%%** _Tieren und
SOD®®” _Tieren miteinander verglichen (Abb. 29; a, b). Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Menge des Kj4.1-Proteins in wt-SOD1
Tieren und ntg-SOD1%%** _Tieren nicht signifikant unterschiedlich ist. Die
quantitative Auswertung der Ergebnisse belegt, dass die K4.1-
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Proteinmenge bei Tieren im Krankheitsendstadium im Vergleich zu wt-
SOD1- und ntg-SOD1%%* _Tieren um ca. 60-70 % reduziert ist.

wt-SOD1 ntg  G93A
— 200 kD
Multimer —
Dimer —= — 85 kD

Monomer —i= . . — 40.7 kD

Tubulin e
140 (@ wt-sop
Entg *%k
120
OG93A
Q@
O 10
bt
——
8 80
X
[ 60
(V)
-CZ 40
o~
20

0-
Abb. 29: Die Abnahme der K;4.1-Proteinmenge ist nicht durch die ubiquitare
Expression des SOD1-transgenen Proteins bedingt. (a) K;4.1-Proteinmenge im
lumbalen Rickenmark von wt-SOD1-, ntg-SOD1%%** - und SOD1%*** _Tieren. (b)
Quantitative Auswertung von (a). Die K;4.1-Proteinmengen von wt-SOD1-Tieren und ntg-
SOD1%%** _Tieren zeigen keinen wesentlichen Unterschied, wahrend die Menge an
Ki4.1in SOD1%%*A _Tieren signifikant unterschiedlich zur Kontrollsituation ist. Fallzahl = 3.
Die Kontrolle (ntg) wurde 100% gesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler
dargestellt. **p < 0.01 (ANOVA mit Newman-Keuls-Test). Als Ladekontrolle wurde
Tubulin verwendet, ntg = ntg-SOD1%%**, G93A = SOD1%%4

ALS ist eine fortschreitende Erkrankung. Aus diesem Grund wurde
untersucht, ob die beobachtete Reduktion des Kj4.1-Proteins mit der
Schwere der Erkrankung korreliert. Da der hdhermolekulare Bereich
biochemisch schwer aufzulésen ist, wurde fir die quantitative
densitometrische Analyse die Reduktion des Monomers erfasst. Dies
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entspricht der experimentellen Vorgehensweise einer friiheren Publikation
zur GLT1-Expression (Howland et al.,, 2002). In asymptomatischen
SOD1%%* _Tieren (Alter 30-60 Tage) konnte keine signifikante Reduktion
des Kj4.1-Monomers (Abb. 30; a, b) nachgewiesen werden.
Prasymptomatische Tiere (Alter 80-90 Tage) hingegen zeigten eine
Reduktion des Kj4.1-Monomers. Bei frih symptomatischen, spat
symptomatischen und Tieren im Endstadium kam es zu einer deutlichen
Abnahme der K;4.1-Proteinmenge um bis zu ca. 70%. Die quantitative
Auswertung der Ergebnisse bestatigt eine fortschreitende Abnahme der
Ki4.1-Proteinmenge im lumbalen Riickenmark von SOD1%%** _Tieren im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren.

a asympt. prasympt. frih sympt. spat sympt. Endstadium

K 4.1
ir — e e em - e - - e -
Monomer

Tubulin —
ntg G93A ntg G93A ntg G93A ntg G93A ntg G93A

H ntg
1 20 _ 0G93A * *% % *k

% der Kontrolle
1

(&\. @Q\. @Q\’.
S ) Sy

003 {b \‘)(\ :
R N S <&

Abb. 30: Voranschreitende Reduktion des K;4.1-Proteins im Krankheitsverlauf. (a)
Die Western Blot Analyse zeigt, dass die Abnahme der Menge des K;4.1-Proteins mit der
Schwere der Erkrankung korreliert. Als Ladekontrolle wurde Tubulin verwendet. n = 3
(asympt., prasympt., spat sympt.), n = 9 (frGh sympt., Endstadium). (b) Quantitative
Analyse der Proteinreduktion. Bereits vor Beginn der phanotypischen Symptomatik
kommt es zu einer signifikanten K;4.1-Proteinreduktion, im Endstadium ist die Menge an
Ki4.1 im Vergleich zu gesunden Tieren bis zu ca. 70% reduziert. Fir die
densitometrische Auswertung wurden ausschlieBlich die Banden des K;4.1-Monomers
aus lumbalen Proben verwendet. Es wurden die Werte von mindestens drei
verschiedenen Experimenten auf einer Membran gemittelt. Die Kontrolle (ntg) wurde
100% gesetzt. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. *p < 0.05, **p
< 0.01 (Anova mit Newman-Keuls Test). ntg = ntg-SOD1%%**, G93A = SOD1°*** asympt.
= asymptomatisch, sympt. = symptomatisch.
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5.4.3. Analyse der Proteinmengen der astrozytaren Proteine GFAP
und AQP4

Eine Vielzahl neurodegenerativer Erkrankungen ist mit einer reaktiven
Astrogliose verbunden. Im Rahmen dieser Reaktion verandern Astrozyten
sowohl ihre Morphologie als auch ihren Metabolismus und erfillen
vermutlich z.T. andere Funktionen als im gesunden Gewebe. Es ware
denkbar, dass die Expression von Membranproteinen in reaktiven
Astrozyten generell veradndert ist. In der vorliegenden Arbeit wurde
zusatzlich die Proteinexpression der astrozytaren Proteine GFAP sowie
AQP4 als weitere Marker flr adulte Astrozyten in Abhangigkeit vom
Erkrankungsgrad untersucht. AQP4 wird im Rickenmark Gberwiegend auf
Astrozyten exprimiert. Es konnte eine Zunahme des GFAP-Proteins in
erkrankten Tieren gezeigt werden, was fir eine reaktive Astrogliose
spricht. Die Expression von AQP4 stieg mit zunehmendem
Erkrankungsgrad ebenfalls leicht an. Dies belegt, dass gliale Zellen
weiterhin und in unverandertem MaB AQP4-Membranproteine exprimieren
und unterstitzt einen spezifischen Verlust von Kj4.1-Proteinen.

prasympt. spat sympt. Endstadium

GFAP — i e s e G e gy

AQP4 —= - ——

ntg G93A ntg G93A ntg G93A
Abb. 31: Proteinbiochemische Analyse der astrozytidren Proteine GFAP und AQP4.
Western Blot von Riickenmarkslysaten. Die Menge des GFAP-Proteins nimmt im Verlauf
der Erkrankung zu. Die AQP4-Proteinmenge ist bei Tieren im Endstadium ebenfalls leicht

erhéht. Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. n = 3. sympt. = symptomatisch, ntg =
ntg-SOD1%%*4, G93A = SOD1%%**

5.4.4. Auswirkung der Erhohung der extrazellularen
Kaliumkonzentration auf die Motoneuron-Zelllinie NSC34

Die beobachtete fortschreitende Reduktion des Ki4.1-Proteins im

SOD®%* -Mausmodell fiir die ALS wirft die Frage auf, ob die verminderte

Expression von Kj4.1-Kandlen in vivo zur Pathologie der Erkrankung

beitragen kdnnte. Es wird u.a. vermutet, dass eine Akkumulation von
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Glutamat im synaptischen Kompartiment durch die daraus resultierende
Depolarisation zum Tod von Motoneuronen beitragt.

a

300 -

BKOE7.5mM E10mM 025 mM x

% der Kontrolle
-—
3
|
I:_| *

*

300 7 |WKO m10KCI B10KCl+1puMBa [25 KCI H25 KCl+1pM Ba

250 L
2 200 A — doke
g . S
S 150 - x
X
©
© 100 A
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50 4
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120 h

Abb. 32: Statistische Auswertung der Kalium-Exzitotoxizitdtsexperimente in Kultur.
(a, b) Auszahlung apoptotischer Zellkerne. (a) NSC34-Zellen wurden fir 24, 48, 72 und
120 Stunden verschiedenen Kaliumkonzentrationen ausgesetzt. Die Inkubation mit 10
und 25 mM KCI bewirkt ein signifikantes Absterben der Zellen nach 120 h. (b) Die
Koapplikation von Barium (1 pM) und KCL (10, 25 mM) nach 120 Stunden Inkubation
reduziert den durch KCI ausgel6sten Zelltod. Angabe der Werte als % der apoptotischen
Zellen der Kontrolle (100%) + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 (ANOVA mit Newman-Keuls-
Test).
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Unter der Annahme, dass Astrozyten an der Abpufferung von
extrazellularem Kalium beteiligt sind, wurde in dieser Arbeit die folgende
Hypothese aufgestellt: Die gezeigte Reduktion der Expression des K;4.1-
Proteins fuhrt zu einer Beeintrachtigung der Kaliumpufferungsfunktion der
Astrozyten und zu einer anhaltenden extrazellularen Akkumulation von
Kalium. Dies wirkt zytotoxisch auf Motoneurone und kann ihren Tod
bewirken. Zur Prifung dieser Hypothese wurde ein in vitro Zellkulturmodel
etabliert, indem die Motoneuron-ahnliche Zelllinie NSC34 chronisch (24,
48, 72 wund 120 Stunden) einer ansteigenden extrazelluldren
Kaliumkonzentration (7.5, 10, 25 mM) ausgesetzt wurde. Dieses
Versuchsmodell ~ simuliert die  Erhéhung der  extrazellularen
Kaliumkonzentration in vivo. Es konnte nachgewiesen werden, dass
NSC34-Zellen mit Zunahme der extrazellularen Kaliumkonzentration in
den programmierten Zelltod (Apoptose) lbergehen. Bereits nach 24 h
Inkubationszeit mit KCI kommt es tendenziell zu einem
konzentrationsabhangigen Zelltod der NSC34-Zellen. Dieser Effekt
verstarkte sich bei langeren Inkubationszeiten (48 und 72h). Eine
signifikante Zunahme des Zelltodes konnte nach 120h Inkubation mit 10
und 25 mM KCI gezeigt werden. In einer weiteren Versuchsreihe wurden
NSC34-Zellen 120 Stunden mit 10 bzw. 25 mM KCI und Barium (1 pM)
koinkubiert. Die Applikation von Barium fihrte zu einer signifikanten
Blockade des Kalium-induzierten Zelltodes.

5.4.5. Expression von K;4.1 im menschlichen Riickenmark

Die SOD®®* -Mauslinie wurde auf Basis einer Mutation entwickelt, die in
einigen Fallen der FALS nachgewiesen wurde. Ergebnisse, die im
Tiermodell gewonnen werden, sollen Rickschlisse auf die molekularen
Veranderungen einer im Menschen auftretenden Erkrankung zulassen
und helfen, den Erkrankungsprozess zu verstehen. Im Idealfall kénnte
dies zur Entwicklung therapeutischer MaBnahmen zur Milderung der
Symptomatik flihren bzw. dazu, das Fortschreiten der Erkrankung zu
stoppen. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Expression des
Ki4.1-Proteins im menschlichen Rickenmark immunhistochemisch und
proteinbiochemisch  analysiert, um zu untersuchen, ob das
Expressionsmuster vergleichbar mit dem in der Maus ist.
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Abb. 33: Expression von K;4.1 auf GFAP-positiven Astrozyten im menschlichen
Rickenmark. (a-c) GFAP-positive (b, griin, Alexa488) Astrozyten in der grauen
Substanz exprimieren auf ihren Zellkérpern (Pfeile) und Fortséatzen (Pfeilspitzen) K;4.1
(a, rot, Cy3). (d) Die Neurofuchsinfarbung zeigt eine K;4.1-Expression auf glialen
Fortsatzen, die in engem Kontakt mit BlutgefdBen stehen. (e) Das charakteristische
Bandenmuster fir Kj4.1 kann in Lysaten aus dem menschlichen Rickenmark
nachgewiesen werden (Spur 1). (Spur 2) Praadsorption des K;4.1-AK an das
Kontrollantigen. Anmerkung: Abbildung (b) sowie das Gewebe zur Western Blot Analyse
wurden freundlicherweise von PD Dr. Walter Schulz-Schaffer, Abt. Neuropathologie der
Universitatsmedizin Géttingen zur Verfiigung gestellt. UL = Uberlagerung. Skalierung 30

pum (a-c), 10 um (d)
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Die Anfarbung des Markerproteins GFAP erlaubte die Identifikation von
astroglialen Zellen im menschlichen postmortalen Gewebe. Es konnte
eine Uberlappung der Immunreaktivitat fir das Ki4.1-Protein und das
GFAP-Protein auf astrozytdren Zellkérpern und Fortsétzen detektiert
werden. Analog zu den Ergebnissen im Rickenmark der Maus wird K;4.1
stark auf glialen EndfiBen an GefaBen exprimiert. Das Ki4.1-Protein
wurde weiterhin in Lysaten des Rickenmarks nachgewiesen. Dabei
konnten Banden gefunden werden, die der monomeren (um 45 kD) und
dimeren Form (80-90 kD) des Kj4.1-Kanals entsprechen. Das Signal im
hochmolekularen Bereich lieB allerdings keine sichere Analyse der
Banden zu.
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6. Diskussion

Die Untersuchung der Rolle einwarts-gleichrichtender Kaliumkanéle im
ZNS ist in den letzten Jahren immer mehr ins Interesse der Forschung
geraten. Es ist mittlerweile bekannt, dass diese Kanale neben ihrer
klassischen Aufgabe bei der Regulation des Membranpotentials weitere
wichtige Funktionen Ubernehmen. Es wird ihnen u.a. eine Beteiligung in
der Differenzierung von Gliazellen, Modulation der Hormonsekretion und
Transmitterfreisetzung im ZNS sowie der pH- und CO; -Wahrnehmung im
Hirnstamm zugesprochen (Tanaka et al., 1995, Tanaka et al., 1996,
Neusch et al., 1997, Neusch et al., 2000, Yang et al., 2000, Miki et al.,
2001, Neusch et al., 2001, Kalsi et al., 2004, Wu et al., 2004). Basierend
auf Expressionsstudien in der Retina und den elektrophysiologischen
Charakteristiken der Kanale wurde weiterhin postuliert, dass K -Kanéle an
der Kontrolle der extrazellularen Kaliumhomdostase durch Gliazellen
beteiligt sind. Daneben mehren sich die Hinweise, dass K -Kanéle eine
Rolle in der Kalium-vermittelten Regulation der Wasserhomdostase und
bei der Anschwellung von Gliazellen unter pathophysiologischen
Bedingungen spielen.

Die vorliegende Arbeit beschéaftigt sich mit der Expression und Funktion
der Kij4.1-Untereinheit im Rickenmark der Maus. Ziel ist es, die Funktion
des Kanals in Gliazellen, vornehmlich Astrozyten, unter physiologischen
und pathophysiologischen Bedingungen besser zu verstehen.

6.1. Bedeutung des komplexen zellspezifischen
Expressionsmusters von K;4.1

In der Literatur gibt es kontroverse Daten bezliglich der Expression von
Kii4.1 im ZNS (Bredt et al., 1995, Poopalasundaram et al., 2000, Higashi
et al., 2001, Jiang et al., 2001, Li et al., 2001, Neusch et al., 2001). Die
Studien wurden in unterschiedlichen ZNS-Bereichen und mit
verschiedenen Methoden durchgefiihrt, dies erklart zumindest zum Teil
die voneinander abweichenden Ergebnisse. Durch einen kombinierten
Einsatz von Immunfarbungen und Mausen mit transgen zellspezifisch-
fluoreszierenden Gliazellen konnte in dieser Arbeit das Expressionsmuster
der Ki4.1-Kanaluntereinheit im Rickenmark zellspezifisch aufgeschlisselt
werden. Anhand von in vitro Daten konnte zunachst gezeigt werden, dass
Oligodendrozyten K4.1 bereits innerhalb weniger Tage nach Kultivierung
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exprimieren. In Astrozyten hingegen wird Ki4.1 erst nach 2-wdchiger
Kultivierungsdauer nachgewiesen.

In situ andert sich das Expressionsmuster fir Ki4.1 innerhalb der ersten
beiden postnatalen Wochen deutlich. Frih postnatal wurde die
Kanaluntereinheit vorwiegend Zellkérper-assoziiert in der weiBen
Substanz des Rickenmarks nachgewiesen. Mit zunehmendem Alter der
Tiere konnte eine Verminderung des Ki4.1-lImmunsignals im Bereich der
weiBen Substanz gezeigt werden, das schlieBlich in adulten Tieren kaum
noch nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu wurde das K;4.1-Protein ab
dem postnatalen Tag 7 verstéarkt in der grauen Substanz detektiert. Dabei
erschien das Farbemuster diffus und nicht an Zellkérper gebunden. Die
Kir4.1-positiven Zellen in der weiBen Substanz des Rickenmarks konnten
durch Einsatz transgener Maustechnologie eindeutig als Oligodendrozyten
identifiziert werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit einer Studie von Kalsi
et al. aus dem Jahr 2004 am optischen Nerven, in der frih postnatal
ebenfalls zundchst ein Soma-assoziiertes K;4.1-Signal gezeigt werden
konnte, dass die Autoren Oligodendrozyten zuordneten. Die
elektrophysiologischen in vitro-Daten von Neusch et al., 2001 beflrworten
weiterhin die Expression von K;4.1 in Oligodendrozyten. Zudem flhrte die
genetische Inaktivierung des Kanals im Mausmodell in dieser Studie zur
Dysmyelinisierung. Vermutlich sekundar kommt es durch den Tod von
Gliazellen zu Vakuolisierungen und Demyelinisierungen in der weif3en und
weniger auch in der grauen Substanz (Neusch et al., 2001). Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Kj4.1 fir die korrekte Entwicklung der
Oligodendrozyten, den Aufbau und Erhalt des Myelins, zumindest im
Rdckenmark und im optischen Nerven, essentiell ist. Die meisten Studien
(Poopalasundaram et al., 2000, Neusch et al., 2001, Kalsi et al., 2004)
zeigten wie die vorliegende Arbeit eine Zellkérper-assoziierte Lokalisation
von K;4.1 auf Oligodendrozyten. Das spricht daflir, dass der Kanal hier
vermutlich nicht an der Regulation der extrazellularen Kaliumhomdostase
beteiligt ist. Dies ist jedoch nicht abschlieBend geklart. In einer Studie
wurde gezeigt, dass Oligodendrozyten in der weiBen Substanz des
Kleinhirns Ki4.1 exprimierten, Astrozyten hingegen Ki4.1-negativ waren
(Poopalasundaram et al., 2000). Die Autoren halten daher eine Funktion
von Oligodendrozyten bei der Kaliumpufferung in der weien Substanz
des Kleinhirns flir mdglich. Sie schréanken jedoch ein, dass sie die
Expression von Ki4.1 nur auf Zellkbrpern und bisher nicht auf den
Fortsatzen zeigen konnten. Eine Lokalisation des Kanals auf den
Fortsatzen kdnnte fur eine Pufferungsfunktion an den Ranvier'schen
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Schnurringen sprechen. Auch Menichella et al. 2006 postulierten anhand
histologischer Daten, dass Oligodendrozyten womdglich an der
Kaliumpufferung im Bereich der Ranvier'schen Schnirringe beteiligt sind.
Direkte Beweise wurden jedoch nicht geliefert. Zudem ist die Rolle von
Oligodendrozyten in der grauen Substanz des Rickenmarks weitgehend
unklar.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein entwicklungsabhangiger Rickgang
der Ki4.1-Expression in der weiBen Substanz beobachtet. Dies steht im
Widerspruch zu der Annahme, Ki4.1 habe eine Funktion in der
Aufrechterhaltung der Myelinisierung. Mdglicherweise regulieren adulte
Oligodendrozyten ihr Membranpotential durch andere Mechanismen und
Ki4.1 spielt in der Aufrechterhaltung der Myelinisierung im Rickenmark
keine wesentliche Rolle. Kanéle, die diese Funktionen Ubernehmen
kénnten, waren z.B. die 2P-Doméanen Kanale, die jedoch bisher in
Oligodendrozyten nicht beschrieben wurden (vergleiche Review von Butt
und Kalsi, 2006), wenngleich ihre Expression in Oligodendrozyten deshalb
nicht auszuschlieBen ist. Entgegen der Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit konnten Kalsi et al., 2004 in adulten Tieren ein Kj4.1-Signal im
optischen Nerven zeigen, bei dem es sich analog zur weien Substanz
des Rickenmarks um eine Ansammlung von myelinisierten Nervenfasern
handelt. Ahnlich wiesen Greenwood et al., 2004 Ki4.1 auf adulten
Oligodendrozyten im Corpus Callosum nach. Eine aktuelle Studie von
Djukic et al., 2007 zeigt weiterhin, dass Vakuolisierungen der weil3en
Substanz auch in konditionalen K;4.1-KO-Tieren zu finden sind, in denen
das Gen spezifisch in Astrozyten und Oligodendrozyten ausgeschaltet ist.
Dies und der Nachweis von Ki4.1 in myelinhaltigen Strukturen wie dem
optischen Nerven und dem Corpus Callosum (Greenwood et al., 2004,
Kalsi et al., 2004) lassen vermuten, dass der kompakte und lipidreiche
Aufbau des Myelins im Rickenmark von adulten Tieren die Demaskierung
des Proteins erschwert. Somit besteht die Mdglichkeit, dass Ki4.1 mit den
fir diese Arbeit (und bei anderen Autoren, z.B. Higashi et al., 2001)
gewahlten immunhistochemischen Methoden in der adulten weiBBen
Substanz nicht detektiert werden konnte.

Das Ki4.1-lImmunsignal in der grauen Substanz konnte dem astrozytéren
Netzwerk zugeordnet werden. Etwa ab der zweiten postnatalen Woche
war eine starke Hochregulation der Ki4.1-Expression in Astrozyten zu
beobachten. Dies deckte sich mit der proteinbiochemischen Analyse des
Ki4.1-Proteins, welche eine Zunahme der Gesamtproteinmenge mit
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héherem Alter der Tiere zeigte. Das zeitliche Expressionsmuster von
Kir4.1 auf Astrozyten des Rickenmarks korreliert mit den Ergebnissen von
Studien am optischen Nerven, die zunachst eine oligodendrogliale, gefolgt
von einer astroglialen Ki4.1-Expression zeigen (Butt und Ransom, 1993,
Kalsi et al., 2004). Ein Teil der hier aufgefihrten Expressionsanalyse an
der Maus wird weiterhin durch eine Studie bestétigt, die von Olsen et al.,
2006 an der Ratte durchgefihrt und im Verlauf der experimentellen Phase
der vorliegenden Arbeit publiziert wurde. U.a. zeigten Olsen et al. eine
postnatale Hochregulation von Ki4.1 im Rickenmark und bestatigten die
Daten dieser Arbeit darin, dass Ki4.1 in der zweiten postnatalen Woche
vorwiegend in der grauen Substanz auf Astrozyten exprimiert wird. In
dieser Arbeit wurde Ki4.1 subzellular vorwiegend auf astrozytaren
Fortsatzen nachgewiesen, die in Kontakt mit Neuronen oder BlutgefaBen
stehen. Dies wird durch mehrere unabhangige Studien in verschiedenen
ZNS-Regionen bestatigt (Kofuji et al., 2000, Poopalasundaram et al.,
2000, Higashi et al., 2001, Ishii et al., 2003, Kalsi et al., 2004). In
Koautorschaft konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich die Kj4.1-
Expression in Astrozyten aus dem Hirnstamm innerhalb der ersten beiden
postnatalen Wochen vom Zellkérper auf die Fortsatze verlagert (Neusch
et al., 2006).

Die zunehmende Expression von K;4.1 in der zweiten postnatalen Woche
auf Astrozyten in der grauen Substanz korreliert mit der Zunahme der
elektrischen Aktivitdt im sich entwickelnden ZNS. Eine analoge
Hochregulation der Expression von K -Kanalen in zeitlicher Abhangigkeit
zur neuronalen Aktivitat ist z.B. im optischen Nerven, Kleinhirn, Hirnstamm
und Innenohr beschrieben (Hibino et al., 1997, Bordey und Sontheimer,
2000, Rozengurt et al., 2003, Kalsi et al., 2004, Neusch et al., 2006). Eine
Steigerung der elektrischen Aktivitat erfordert eine erhéhte Abpufferung
extrazellularer Kaliumionen, die von den Neuronen freigesetzt werden. Die
Expression membranstandiger K;4.1-Kanale kdénnte also durch eine
erhdhte extrazellulare Akkumulation von Kalium induziert werden. Der
Einfluss neuronaler Aktivitat auf die Kanalexpression in Gliazellen konnte
bereits frih etabliert werden (vergleiche Review von Barres, 1991). Im
peripheren Nervensystem ist weiterhin beschrieben, dass Neurone durch
diffusible Faktoren Einfluss auf die lonenkanalausstattung von
Schwannzellen haben (Beaudu-Lange et al.,, 1998). Die Hochregulation
der Expression funktioneller Ki-Kanéle in der Membran von Gliazellen
geht zudem mit dem Differenzierungsprozess einher (Kressin et al., 1995,
Bordey und Sontheimer, 1997, Bringmann et al., 1999). In einer
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astrozytédren Gliom-Zelllinie konnte nachgewiesen werden, dass die
Expression von Kii4.1-Kanélen Zu Zellzyklusveranderungen,
Proliferationsstopp und Beginn der Differenzierung fihrt. Verschiedene
Studien postulieren, das Kiy4.1 an der Pufferung erhdhter extrazellulérer
Kaliumkonzentrationen beteiligt sei. Diese Funktion von Kj4.1 wurde
insbesondere in den Mdlllerzellen der Retina untersucht und gilt dort als
etabliert (Orkand et al., 1966, Orkand, 1980, Newman et al., 1984,
Newman und Reichenbach, 1996). Im Rlickenmark und in anderen
Regionen des ZNS konnte die funktionelle Rolle von K;4.1 bisher nicht
zufriedenstellend erklart werden. Die verstérkte Expression von Kj4.1 im
Rackenmark, insbesondere auf den astrozytaren Fortsatzen, zeitgleich mit
der Zunahme der neuronalen Aktivitat, untermauert die Hypothese, dass
Ki4.1 hier ebenfalls eine Rolle in der Kaliumpufferung spielt. Ki4.1 ist
zudem wahrscheinlich im  Rickenmark die wesentliche K-
Kanaluntereinheit von Astrozyten, die an diesem Prozess beteiligt sein
kann. Olsen et al., 2006 konnten zeigen, dass K;4.1 sehr wahrscheinlich
die hauptsachliche K; -Untereinheit ist, die im Rlckenmark exprimiert
wird. Flr die morphologische Entwicklung der Astrozyten scheint Ki4.1, im
Gegensatz zu seiner Funktion bei Oligodendrozyten, keine wesentliche
Rolle zu spielen. Astrozyten aus K;4.1-defizienten Tieren entwickeln sich
in vitro normal (Abb. 14 und 20). Zudem bilden sie auch im Gewebe
Fortsatze aus, mit denen sie BlutgefaBe umschlieBen (Abb. 23 und Dibaj
et al., 2007, Abb. 4).

Auf Astrozyten der weiBen Substanz konnte kein K;4.1-Protein
nachgewiesen werden, was sich mit den Ergebnissen von anderen
Studien deckt (Poopalasundaram et al., 2000, Higashi et al., 2001). Das
kénnte bedeuten, dass Astrozyten dort entweder nicht an der
Kaliumpufferung beteiligt sind oder sie besitzen mdéglicherweise andere
Kanale, die die Funktionen der Kj4.1-Kanale Gbernehmen kdnnen. In
kultivierten Astrozyten konnten TREK-2-Kanale aus der Familie der 2P-
Domanen Kanale nachgewiesen werden (Gnatenco et al., 2002). Die
Autoren vermuten, dass dieser Kanal unter physiologischen Bedingungen
zu einem gewissen Anteil bei der Regulation des Membranpotentials eine
Rolle spielt. Bisher wurde dieser Kanal jedoch nicht in situ nachgewiesen.
Es ware auch denkbar, dass in Kj4.1-negativen Astrozyten der weil3en
Substanz die Na*/K*-ATPasen (D'Ambrosio et al., 2002) oder Na*/K*/ClI*-
Kotransporter eine gréBere Rolle bei der Entfernung von Kalium aus dem
Extrazellularraum spielen. Da Astrozyten eine sehr heterogene
Zellpopulation darstellen ist es denkbar, dass sie in Abhangigkeit vom
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Gewebe unterschiedliche Kanéle exprimieren. Es ist jedoch nicht
auszuschlieBen, dass &hnlich wie bereits erlautert das Myelin den
Nachweis behindert.

In einigen wenigen Studien konnte eine neuronale Expression von Kj4.1
belegt werden (Bredt et al., 1995, Jiang et al., 2001, Li et al., 2001). In
diesen Studien wurde Ki4.1 im Hirnstamm oder in kultivierten kortikalen
Neuronen nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit konnte belegt
werden, dass Motoneurone im Rickenmark kein Ki4.1 exprimieren. Dies
korreliert mit einer weiteren Studie im Riickenmark der Ratte (Olsen et al.,
2006), in der die Immunsignale fir Kj4.1 mit dem neuronalen
Markerprotein NeuN nicht Gberlappen. Kultivierte Neurone aus dem
Rdckenmark exprimieren ebenfalls kein K;4.1 (Neusch et al., 2001).

6.2. Spielt K; 4.1 im Rickenmark eine Rolle beim Kalium-
vermittelten Transport von Wasser?

Untersuchungen in der Retina belegen eine Koexpression von Kj4.1-
Kanélen und dem Wasserkanal AQP4 in der Membran von Mullerzellen im
Bereich von GeféaBen und des Glaskdrpers. Hieraus leitete sich die
Hypothese ab, dass der Kaliumtransport in der Retina vermutlich durch
einen lonen-getriebenen Wassertransport tber AQP4 begleitet wird
(Nagelhus et al., 1999, Noel et al., 2005, Connors und Kofuji, 2006). Die
reduzierte Expression von Ki4.1 auf Mullerzellen in der postischamischen
Retina und die daraus resultierende Zellanschwellung lassen eine Rolle
von Kij4.1 in der zellularen Volumenregulation vermuten. Die verstarkte
perivaskulare Expression von Ki4.1-Kanélen im Rickenmark wirft daher
die Frage auf, ob K;j4.1-Kanéle in diesem Gewebe eine Komponente der
Volumen-regulatorischen Mechanismen von Astrozyten darstellen.

6.2.1. K;4.1 und AQP4 kolokalisieren in der grauen Substanz des
Rickenmarks

Die Hypothese einer funktionellen Kopplung von Kalium- und
Wassertransport mittels Ki4.1 und AQP4 basiert gréBtenteils auf
indirekten Schlussfolgerungen aus Expressionsstudien (Ishii et al., 1997,
Nagelhus et al., 1999). Diese Hypothese wurde unterstitzt durch Arbeiten,
in denen anhand von immunhistologischen Daten und Immunprazipitation
gezeigt werden konnte, dass Ki4.1 und AQP4 in der Retina und im
Hippocampus mittels des DGC in der Membran positioniert werden
(Connors und Kofuji, 2002, Guadagno und Moukhles, 2004, Noel et al.,
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2005, Connors und Kofuji, 2006). Die genetische Inaktivierung von dp71,
einer Komponente dieses Komplexes, fihrt zudem zu einer verédnderten
Verteilung von Ki4.1 und AQP4 in der Retina (Dalloz et al., 2003).
Komponenten dieses Komplexes sind in Motoneuronen und der Radialglia
des Rickenmarks beschrieben (Moukhles und Carbonetto, 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte in vitro und auch in situ eine Expression
von AQP4 auf Astrozyten gezeigt werden. In situ wurde dabei ein starkes
Signal in der grauen Substanz nachgewiesen (Abb. 21). Diese Daten
korrelieren mit einer Vielzahl von Studien in anderen Hirnregionen (siehe
2.3.1.). Wahrend der Anfertigung dieser Dissertation publizierten Vitellaro-
Zuccarello et al., 2005 eine Studie, die die Daten hinsichtlich der AQP4-
Expression im Ruckenmark der vorliegenden Arbeit weiter stitzt. Die
Autoren zeigten ebenfalls ein starkes AQP4-Signal in der grauen
Substanz des Rickenmarks und eine polarisierte Expression von AQP4
auf perivaskularen astroglialen Fortsatzen und im Neuropil. In Einklang mit
den Daten von Vitellaro-Zuccarello et al. war das AQP4-Signal in der
vorliegenden Arbeit auf strahlenférmigen Auslaufern der Astrozyten von
der grauen in die weiBe Substanz zu erkennen, die den radialen
Fortsatzen der Astrozyten entsprechen. In Erweiterung dieser und anderer
bisher publizierter Arbeiten zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
erstmals, dass AQP4 im Rickenmark der Maus in der grauen Substanz
mit Ki4.1 kolokalisiert ist. Auf subzellularer Ebene sind beide Proteine
konzentriert auf astroglialen EndfliBen exprimiert, die in engem Kontakt
mit GefaBen stehen, wahrend die somatische Expression gering ist (Abb.
22). Das Expressionsmuster beider Proteine lasst die Vermutung zu, dass
Ki4.1 und AQP4 mdoglicherweise ahnlich wie in der Retina und im
Hippocampus durch den DGC positioniert werden, um ihre spezifischen
Funktionen auszutben. Eine direkte Protein-Protein Interaktion zwischen
Kir4.1 und AQP4 ist unwahrscheinlich, da u.a. in AQP4-KO Tieren K;4.1
weiterhin in der Membran exprimiert wird. Die vorliegende Arbeit liefert
einen weiteren Beweis daflr, dass Kj4.1 und AQP4 unabhéangig
voneinander in die astrozytire Membran eingebaut werden: Die
Inaktivierung des K;;4.1 Gens wirkte sich weder in vitro noch in situ auf die
Membranexpression von AQP4 auf Astrozyten aus, noch beeinflusste sie
den Gesamtproteingehalt von AQP4.

Die Ergebnisse der bisher publizierten Expressionsstudien konnten die
Frage einer funktionellen Interaktion von K;4.1 und AQP4 nicht klaren. Die
Hypothese erscheint jedoch im Hinblick auf die subzelluldre Expression
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beider Proteine attraktiv. Indirekte Daten aus Mausmodellen stiitzen die
Hypothese  weiterhin. In  Syntrophin-KO-Mausen konnte eine
Umorganisation der Expression von AQP4 in hippocampalen Astrozyten
gezeigt werden, die zu einer verzdgerten Beseitigung von Kalium fuhrt
(Amiry-Moghaddam et al., 2003). Eine Umorganisation von AQP4 wird
auch bei bestimmten Formen der Epilepsie beobachtet, bei der es zu
einer Beeintrachtigungen der Wasser- und Kaliumhomdostase kommt (Eid
et al., 2005). Binder et al., 2006 zeigten im Hippocampus von AQP4-KO-
Tieren eine veranderte Kaliumkinetik. Die Autoren Iésten durch
Stimulation Anfélle aus, die sich phanotypisch sowohl in Wildtyptieren als
auch AQP4-KO-Tieren durch Immobilitédt der Mause auBerten. Anhand der
Analyse von Daten aus Elektroenzephalogrammen konnte ermittelt
werden, dass die Anfallsdauer in AQP4-KO-Tieren erhdht war. Mittels
Kalium-sensitiver Mikroelektroden wiesen die Autoren unveranderte
basale und maximale Kaliumlevel, aber eine starke Verzégerung in der
Kaliumkinetik nach. Sie postulierten, dass Kalium verzdgert aufgenommen
und abtransportiert wird, da der beglnstigende osmotische
Wassertransport Gber AQP4 in KO-Tieren nicht mdglich sei. Die Autoren
konnten jedoch keinen direkten Schluss ziehen, dass der hierbei beteiligte
Kaliumkanal Ki4.1 ist und leiteten dies nur aus der bekannten Literatur ab.

In einer aktuellen Studie (Ruiz-Ederra et al., 2007) wird die Hypothese der
funktionellen Interaktion von K;i4.1 und AQP4, zumindest in der Retina, in
Frage gestellt. Die Autoren untersuchten elektrophysiologisch frisch
isolierte Mullerzellen von AQP4-KO- und AQP4-WT-Tieren. Sie stellten
eine 4-fach reduzierte osmotische Wasserpermeabilitat in KO-Tieren fest.
Gleichzeitig waren das Membranpotential der Miullerzellen und der
Gesamtkaliumstrom unverandert im Vergleich zu den Kontrollen. Der
Kaliumstrom war sensibel gegentber dem K; -Kanal Blocker Barium und
die Kanaleigenschaften (Offnungswahrscheinlichkeit, —Leitfahigkeit,
Gleichrichtung) der K -Kanéle in AQP4-defizienten Tieren entsprachen
denen der Kontrollen. Die Zellen zeigten zudem unabhangig von der
AQP4-Expression eine gleich bleibende Antwort auf lokale Applikation von
Kalium. Die Autoren postulierten daher, dass der Wassertransport tber
AQP4 in retinalen Mdillerzellen nicht modulierend auf die Funktion von
Ki4.1-Kanadlen wirkt. Aufgrund der elektrophysiologischen Daten aus
Einzelkanalmessungen schlossen die Autoren relativ sicher eine
kompensatorische Hochregulation anderer K; -Kandle in AQP4-
defizienten Tieren aus. Neue Studien der gleichen Gruppe (Zhang und
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Verkman, 2008) sprechen ebenfalls gegen eine funktionelle Modulation
von K;4.1 durch AQP4 in Astroyzten aus dem Hippocampus.

Auf Grundlage der in dieser Arbeit dargestellten Expressionsanalyse
lassen sich folgende Aussagen zu dieser Problematik machen: Das
unveranderte Expressionsmuster von AQP4 im Rickenmark Ki4.1-
defizienter Mause liefert einen Beweis daflir, dass Genexpression, der
Transport zur Membran und Membraninsertion beider Kanale unabhangig
voneinander erfolgt. Dies schliet die Expression von K;4.1 und AQP4
innerhalb eines gréBeren Proteinkomplexes, vergleichbar mit dem DGC
nicht aus, wurde bisher aber noch nicht gezeigt. Die kolokalisierte
Expression lasst weitgehend keine Rulckschlisse hinsichtlich einer
funktionellen Kopplung von AQP4 und Kj4.1 zu. Es ist daher mdglich und
wahrscheinlich, dass beide Kanale vollig unabhangig voneinander ihre
Funktionen auslben. Um diese Frage zu klaren ware es hilfreich, in
Abhangigkeit vom K;4.1-Genotyp die Auswirkung spezifischer Blocker fr
AQP4 auf das elektrophysiologische Verhalten von Astrozyten zu
analysieren. Bisher gibt es jedoch keine spezifischen Blocker fir AQP4-
Kanale. Alternativ kdnnte man mit RNA-Interferenz Methoden arbeiten
und die Translation der AQP4-mRNA transient abschalten.

6.2.2. K;4.1-Kanéle regulieren das Schwellungsverhalten von
astroglialen EndfiiBen

Die Schwellung von Gliazellen ist ein Begleitsymptom unterschiedlicher
pathologischer Prozesse, z.B. als Sekundareffekt eines vasogenen
Odems oder als das klassische zelluldire Odem, bei dem es zu einer
Anschwellung der Gliazellen durch intrazellulare Akkumulation von
osmotisch wirksamen Moleklilen kommt (Kempski, 2001, Bringmann et
al., 2005, Reichenbach et al., 2007). Gliazellen besitzen diverse
regulatorische  Mechanismen, um  einer solchen  Schwellung
entgegenzuwirken. Diesen Prozess bezeichnet man als regulatorische
Volumenreduktion (RVD, regulatory volume decrease). Hierzu zéhlen u.a.
die Offnung und/oder Aktivierung von Kaliumkanalen der Kgk -Klasse
(spannungs- und Kalzium-aktivierte  Kaliumkandle mit groBer
Leitfahigkeit), K*/CI'-Kotransportern und Anionkanalen (VSOAC, volume-
sensitive organic anion channels). Die genauen Mechanismen sind noch
nicht vollstandig geklart und Gegenstand aktueller Forschung (Cardin et
al., 1999, Aschner, 2000, Neprasova et al., 2007, Panickar et al., 2007).
Prinzipiell kommt es jedoch durch die Abgabe von Kalium, Chlorid und
organischen Anionen zu einem nach auBen gerichteten osmotischen
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Gradienten, der es der Zelle ermdglicht, Wasser abzugeben (siehe
Review von O'Neill, 1999).

Es gibt Hinweise darauf, dass Ki4.1 bei der Entstehung von retinalen
Odemen eine Rolle spielt (Pannicke et al., 2005a, Pannicke et al., 2005b,
Wurm et al.,, 2006a, Wurm et al., 2006b, Reichenbach et al., 2007).
Aufgrund der elektrophysiologischen Eigenschaften von Kj4.1-Kanélen
und der beobachteten starken perivaskuldren Expression (vergleiche
diese Arbeit und Nagelhus et al., 1998, Higashi et al., 2001) kdnnte der
Ki4.1-Kanal Uber einen auswarts gerichteten Kaliumstrom an der
Volumenregulation in Astrozyten beteiligt sein. Auf Basis dieser
Hypothese wurde in dieser Arbeit ein Modellsystem in Anlehnung an
Pannicke et al., 2004 erstellt, anhand dessen die postulierte funktionelle
Rolle von K;4.1 in der astroglialen Schwellung mittels 2-PLSM untersucht
wurde. Die Ergebnisse aus diesem Modell zeigten, dass die Zellkérper
von Astrozyten unabhangig vom K;4.1-Genotyp als Reaktion auf eine
Herabsetzung der extrazellularen Osmolaritat anschwellen. Die Fortsatze
der Astrozyten verhielten sich jedoch abhdngig von der Expression von
Ki4.1 unterschiedlich. Kj4.1-WT-Astrozyten waren in der Lage,
Uberschlssiges Wasser aus ihren Fortsatzen wieder abzugeben, wahrend
Kii4.1-defiziente Tiere auf Superfusion mit hypoosmolarer Ldsung eine
prominente Schwellung der Fortsatze zeigten. Dieses Ergebnis ist
dadurch zu erklaren, dass Wasser aufgrund des veranderten osmotischen
Gradienten in die Zelle eindringt. Astrozyten, die funktionelle K;4.1-Kanale
exprimieren, kénnen Uber die Abgabe von Kalium aus ihren Fortséatzen
einen Gradienten aufrichten, der es ihnen ermdglicht, dass Uberschiissige
Wasser wieder abzugeben. Dies ist Ki4.1-defizienten Astrozyten unten
den dargestellten Bedingungen nicht mdéglich.

Aus diesem Modellsystem konnten zwei Schlussfolgerungen gezogen
werden: (1) Ki4.1-Kanale sind nicht direkt an der Regulation des
Volumens der Zellkérper von Astrozyten beteiligt, bzw. spielen hier nur
eine untergeordnete Rolle. Dieses korreliert mit den Ergebnissen der
Expressionsstudie, in der gezeigt werden konnte, dass die
Somaexpression von Ki4.1 gering ist. Méglicherweise haben am
Zellkérper andere Kaliumkanadle eine regulatorische  Funktion,
beispielsweise die bereits angefihrten 2P-Doméanen Kanéle (Gnatenco et
al., 2002). (2) Kiy4.1-Kanéle regulieren hingegen das Volumen astrozytarer
Fortsatze und EndfliBe. Die Elektrolyt-gesteuerte Abgabe von Wasser ist
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abhangig von der Expression funktioneller Ki4.1-Kanale. Die
immunhistologischen Kj4.1-Daten von Astrozyten stiitzen diese Funktion.

Astrozyt

Endful®

<> K4.1-Kanal
@ \Nasserkanal

Abb. 34: Postulierte Rolle von K;4.1 in der Volumenregulation von astroglialen
EndfiiBen. (a) Unter physiologischen Bedingungen leiten K;4.1-Kanale Kalium entlang
des Ex einwérts oder auswarts. Wasser folgt dem osmotischen Gradienten Uber
Wasserkandle (vermutlich ({berwiegend Uber AQP4-Wasserkanale). (b) Unter
pathophysiologischen Bedingungen (z. B. im Rahmen eines Odems) kann iber eine
Kalium-getriebene Wassersekretion eine kompensatorische Volumenregulation erfolgen,
die ein Anschwellen von astroglialen EndfuBen verhindert und Abgabe von Wasser in die
Mikrovaskulatur ermdglicht. (c) Eine Reduktion der Expression oder eine gestbrte
Funktion astroglialer Ki4.1-Kanale beeintrachtigt die Kalium-vermittelte
Volumenregulation Uber astrogliale EndfiiBe und fihrt zu deren Anschwellung durch
Wasserakkumulation. K* = Kaliumionen, H,0 = Wasser. (a), (b) und (c) stellen
VergréBerungen der in der linken Graphik hervorgehobenen EndfuBregion dar.

Dieses Ergebnis wirft ein neues Licht auf die Rolle von K;4.1-Kanélen
unter pathophysiologischen Bedingungen, in denen es zu einer
Akkumulation von Flussigkeit im Gewebe kommt. Astrozyten stellen das
osmotische Gleichgewicht wieder her, indem sie lonen aufnehmen und so
einen Gradienten fir die Aufnahme von FlUssigkeit aus dem Gewebe
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schaffen. Eine dauerhafte Anschwellung der Astroyzten wirde zu einer
Funktionsbeeintrachtigung sowohl der Astrozyten als auch durch
VergréBerung des extrazellularen Raums zur Stérung neuronaler Zellen
fihren. Dem wirken komplexe Mechanismen (RVD) entgegen, die zur
Regeneration des Ursprungsvolumens fihren. In der vorliegenden Arbeit
wird auf Basis der experimentellen Daten postuliert, dass Astrozyten im
Rahmen dieser Vorgange Uber ihre Fortsatze Kalium und Wasser Uber
intrazellularen Transport an die EndfliBe transportieren und dort an
umliegende GefaBe abgeben. Die schnelle Entfernung der
Uberschissigen  Flissigkeit ist abhangig von der Expression
funktionsfahiger K;4.1-Kanale in der Membran der astrozytéren Fortsétze
und EndfiBe. Unter Bericksichtigung dieses Postulats wirde eine
Reduktion der Funktion oder verminderte Expression von Ki4.1 diesen
kompensatorischen Prozess unter pathophysiologischen Bedingungen
negativ beeinflussen. Bei einem spinalen Trauma kénnte dies
beispielsweise zu einer Verstiarkung des Odems und Reduktion des
Extrazellularraums beitragen, was in der Folge sekundare Schadigungen
neuronaler und axonaler Strukturen hervorrufen kénnte.

6.3. Verlust des K;4.1-Kanals im SOD1%%*A .Mausmodell
far ALS

Die neurodegenerative Erkrankung ALS ist durch einen selektiven Tod
von Motoneuronen gekennzeichnet. Die molekularen Grundlagen dieser
multifaktoriellen Krankheit sind Gegenstand intensiver Forschung und
noch weitgehend unbekannt. Verschiedene Pathomechanismen werden
diskutiert. Es gibt mehrere gut gestitzte Hinweise aus ALS-Mausmodellen
und Studien der menschlichen Erkrankung, dass eine veranderte
extrazellulare Glutamathomoéostase zu einer chronischen Depolarisation
von Motoneuronen mit nachfolgender Degeneration beitragt (Rothstein et
al., 1990, Rothstein et al.,, 1995, Shaw et al.,, 1995, Fray et al., 1998,
Sasaki et al., 2000, Howland et al., 2002). Ausgehend von diesem
vorgeschlagenen Pathomechanismus wurde in der vorliegenden Arbeit
folgende Uberlegung angestellt: Ki4.1 ist sehr wahrscheinlich die
hauptsachliche Ki -Kanaluntereinheit von Astrozyten im RUckenmark
(Olsen et al., 2006). Studien insbesondere an der Retina schreiben dem
Kanal eine Funktion in der Abpufferung von neuronal freigesetztem
Kalium zu (Nagelhus et al., 1999, Kofuji et al., 2002, Ishii et al., 2003, Noel
et al., 2005). Die in dieser Arbeit (und anderen) gezeigte subzellulare
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Expression speziell auf astrozytaren Fortsatzen legt nahe, dass der Kanal
diese Rolle auch im Rickenmark tbernehmen kénnte. Eine unkontrollierte
Akkumulation von Kalium im Extrazellularraum kénnte die neuronalen
Funktionen ahnlich einer Glutamatakkumulation negativ beeinflussen. Es
wurde daher im Sinne eines translationalen Ansatzes untersucht, ob
Ki4.1-Kanédle eine Rolle in der Pathogenese der ALS spielen und
maoglicherweise exzitotoxische Phanomene auslésen.

6.3.1. Die K;4.1-Expression ist im ALS-Mausmodell spezifisch im
Ventralhorn des Rickenmarks reduziert

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine Reduktion der K;4.1-
Expression im Ventralhorn des Riickenmarks von SOD1%%** -Mausen
nachgewiesen, die mit dem Erkrankungsgrad korreliert. Das Dorsalhorn
war weniger stark betroffen. Auf proteinbiochemischer Ebene zeigte sich
eine Reduktion des monomeren K;4.1-Proteins. Bendotti et al., 2001
wiesen ahnlich der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine vorwiegende
Reduktion der Monomere des GLT1-Proteins in Mausen nach. Vermutlich
lassen sich die héhermolekularen Kanalstrukturen aufgrund der
Interaktion von K;4.1 mit anderen Proteinen schwerer auflésen. Die
Reduktion des Kj4.1-Proteins setzte bereits kurz vor Auspragung der
ersten Krankheitssymptome im Mausmodell ein. Auf funktioneller Ebene
ist davon auszugehen, dass die verminderte K;4.1-Expression
hauptsachlich zwei Folgen hat: (1) Eine direkte Auswirkung auf das
Membranpotential der Astrozyten und (indirekt) der Neurone sowie (2)
eine Beeintrachtigung der astrozytaren Kalium-Pufferungseigenschaften.

In zwei unabhangigen Studien am Hippocampus (Djukic et al., 2007) und
am Rickenmark (Olsen et al., 2006) konnte gezeigt werden, dass K;4.1-
defiziente Astrozyten ein depolarisiertes Membranpotential aufweisen,
ahnlich wie es in kultivierten Oligodendrozyten (Neusch et al., 2001) aus
dem Rickenmark der Maus belegt wurde. Ein depolarisiertes
Membranpotential ~ fihrt  wahrscheinlich  zu  einer  generellen
Beeintrachtigung des transmembrandsen Stofftransports. Astrozyten
nehmen z.B. mittels der Transporter EAAT1/GLAST und EAAT2/GLT1
(Torp et al., 1994, Lehre et al., 1995) den exzitatorischen Neurotransmitter
Glutamat auf, der sonst nach neuronaler Aktivitat im synaptischen Spalt
akkumulieren wirde, verstoffwechseln diesen und liefern die Produkte fir
eine Neusynthese von Glutamat zurlick an die Neurone (Laake et al.,
1995, Magistretti et al., 1999). In einer in vitro Studie (Kucheryavykh et al.,
2007) konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion der Expression
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funktioneller Ki4.1-Kanéle in der Membran kortikaler Astrozyten die
Aufnahme von Glutamat behindert. Djukik et al. lieferten 2007 in einer
Studie an einer konditionalen K4.1-KO-Maus den experimentellen Beweis
hierfir an Astrozyten aus hippocampalen Schnitten. Bordey und
Sontheimer, 2003 wiesen in einer in situ Studie nach, dass die Aufnahme
von Glutamat in Bergmanngliazellen des Kleinhirns durch Depolarisation
behindert wird. Die Depolarisation verschiebt den elektrochemischen
Gradienten und vermindert so die Glutamataufnahme, die an den
gleichzeitigen Transport von Natrium gebunden ist. Die extrazellulare
Akkumulation von Glutamat wirkt exzitotoxisch (Choi, 1987, Choi, 1988,
Choi, 1995) auf Neurone und tragt vermutlich zur neuronalen
Degeneration bei (Carriedo et al., 2000, Urushitani et al., 2001). Dies wird
z.B. beim Schlaganfall und Trauma vermutet (Choi, 1988, Lipton und
Rosenberg, 1994, Rothstein et al., 1995). Gleichzeitig ist denkbar, dass
eine chronisch depolarisierte Membran zu einer Inaktivierung und
Degradation spannungsabhéangiger Transporter wie EAAT2/GLT1 oder
der Na'/K*-ATPase auf Gliazellen beitragen konnte. Rothstein und
Kollegen zeigten erhdhte Glutamatmengen in der Zerebrospinalfllissigkeit
von ALS-Patienten, wobei noch unklar ist, ob dies auf einer
Beeintrachtigung von Glutamat-Transportern oder einer verminderten
Aktivitdt der Glutamat-Dehydrogenase beruht. Weiterhin wurde eine
reduzierte Aktivitdt und Expression des menschlichen Glutamat-
Transporters EAAT2 nachgewiesen (Rothstein et al., 1990, Rothstein et
al., 1992, Rothstein et al., 1995). In Studien an mSOD1-assoziierten
Tiermodellen konnte ebenfalls eine reduzierte Expression von GLT1
belegt werden (Bruijn et al., 1997b, Bendotti et al., 2001, Howland et al.,
2002). Hier gibt es jedoch kontroverse Studien (Sasaki et al., 2001, Deitch
et al., 2002). Die genauen Mechanismen, die zu der verminderten Aktivitat
und/oder Expression von EAAT2/GLT1 fUhren, sind ungeklart. In mSOD1-
assoziierten Mausmodellen fihrte z.B. die Wasserstoffperoxid-vermittelte
Oxidation des Carboxyterminus von GLT1 zu einer verminderten Aktivitat
von GLT1 (Trotti et al., 1999). In einer in vitro Transfektionsstudie wurde
eine verstarkte Internalisation und Abbau von GLT1 in einer mSOD%%* -
Zelllinie nachgewiesen, was vermutlich ebenfalls auf Modifikationen des
zytosolischen Carboxyterminus von GLT1 zurlckzufihren ist (Vanoni et
al., 2004). Weiterhin werden Veranderungen auf genetischer Ebene
diskutiert, hier gibt es jedoch kontroverse Ansichten (Bristol und Rothstein,
1996, Aoki et al., 1998, Lin et al., 1998, Bendotti et al., 2001). Inwieweit
und ob die durch Ki4.1-Reduktion postulierte Membrandepolarisation die
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Aktivitat und Expression von GLT1 im SOD®®** -Mausmodell tatsachlich
beeinflusst ist unklar. Weiterhin ist nicht bekannt, ob eine veradnderte
Ki4.1-Expression die Glutamat-Transporter beeinflusst oder umgekehrt.
Denkbar ist auch, dass beide Proteine unabhangig voneinander
beeinflusst werden und dass sich die Effekte (siehe auch nachster Absatz)
gegenseitig verstarken.

Aktuelle Studien aus dem Jahr 2007 erbrachten erstmals aussagekréftige
Beweise dafiir, dass ein Verlust oder eine Herabregulation von K;4.1-
Kanalen zu einer verminderten Aufnahme von Kalium durch Astrozyten
fuhrt. Dies konnte in situ (Djukic et al., 2007) im Hippocampus gezeigt
werden, sowie in vitro in kortikalen Astrozyten (Kucheryavykh et al., 2007).
Altere Studien belegen weiterhin, dass die Blockade von K, -Kanélen eine
bis zu dreifache Erhdhung  der  basalen extrazellularen
Kaliumkonzentration bewirkt (Gabriel et al., 1998, Jauch et al., 2002).
Diese Daten untermauern die Hypothese dieser Arbeit, dass die
Reduktion von K;4.1 Uber eine extrazellulare Akkumulation von Kalium zu
einer Degeneration von Motoneuronen beitragen kann. Neben Kj4.1-
Kanalen sind weitere Transportproteine in der Lage, Kalium aufzunehmen
und so die Kaliumhomdostase zu regulieren. Dazu gehéren die Na*/K*-
ATPasen. D’Ambrosio et al., 2002 konnten im Hippocampus zeigen, dass
die Na'/K*-ATPase und Kj. -Kanale unterschiedliche Funktionen in der
Regulation der extrazellularen Kaliumhomdéostase in den verschiedenen
Phasen der neuronalen Aktivitat Gbernehmen. Die Autoren definierten die
extrazellulare Kaliumkonzentration bei Stimulation pyramidaler Neurone
mit niedriger Frequenz von 0.05 Hz als Basallevel. Hochfrequente
Stimulation (>0.01 Hz) fGhrte zu einer extrazellularen Kaliumakkumulation.
In ihrer Studie konnten die Autoren nachweisen, dass der basale
Kaliumlevel durch eine kombinierte Aktivierung neuronaler und glialer
Na*/K*-ATPasen sowie durch gliale K; reguliet wird. Wéahrend
hochfrequenter Stimulation transportiert jedoch die Na*/K*™-ATPase den
GroBteil des extrazellular akkumulierten Kaliums ab, Kj -Kanale spielen
hier nur eine untergeordnete Rolle. Durch die verzégerte Inaktivierung der
Na*/K*-ATPase nach Beendigung der elektrischen Aktivitdt kommt es zu
einem 'UberschieBenden' Abtransport von Kalium, wodurch die
extrazellulare Kaliumkonzentration unter den Basallevel sinkt. Gliale K; -
Kanale sind im Hippocampus spezifisch daflr zustandig, diesen Abfall
durch Extrusion von Kalium auszugleichen. Im respiratorischen Netzwerk
des Hirnstammes konnte in Koautorschaft (Neusch et al., 2006) gezeigt
werden, dass der Ausgleich der UberschieBenden Reaktion der Na*/K"-
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ATPase auch hier durch gliale K, -Kanale vermittelt wird. Weiterhin sind Kj
-Kanéle im Hirnstamm an der Regulation des basalen Kaliumlevels
beteiligt. Durch den Einsatz der Ki4.1-KO-Mauslinie konnte spezifisch
belegt werden, dass der (hauptsachlich) zustandige K; in beiden Féllen
hierfir K;4.1 ist. Die Ergebnisse dieser beiden Studien widersprechen
partiell der Hypothese, dass K;4.1 eine Rolle bei der Aufnahme von
Uberschissig neuronal freigesetztem Kalium spielt. Diese Funktion wird
dem Kanal u.a. in den Millerzellen der Retina zugesprochen. Es ist
jedoch durchaus mdéglich, dass Ki4.1 in der Retina, dem Hippocampus
und dem Hirnstamm unterschiedliche Aufgaben erflillt. Zudem zeigten
beide Studien, dass K -Kandle (Hirnstamm Kj4.1) den basalen
Kaliumlevel durch Aufnahme von Kalium in Gliazellen kontrollieren. Diese
Aufgabe Ubernehmen die Kanale aller Wahrscheinlichkeit auch im
synaptischen Kompartiment. D’Ambrosio et al. wiesen auf die Wichtigkeit
dieser Funktion unter pathophysiologischen Bedingungen hin, bei denen
der basale Kaliumwert erhdht ist, wie z.B. bei einigen Formen der
Epilepsie. Dies kénnte u.a. mit einer Reduktion funktioneller K;; -Kanale in
Verbindung stehen. Diese Hypothese ist besonders im Hinblick auf die
ALS interessant, denn eine Reduktion der glialen K;4.1-Kanale kénnte
hier zu einer langsamen Erhdhung der basalen Kaliumkonzentration
beitragen und somit Motoneurone chronisch depolarisieren.

Der genaue Beitrag von K;4.1 und der Na*/K*-ATPase bei der Aufnahme
von Kalium im Rickenmark ist bisher nicht geklart. Interessanterweise
konnte in der SOD®®* -Maus eine generelle Reduktion aller drei
katalytischen Untereinheiten der Na*/K*™-ATPase in u.a. Neuronen und
Glia gezeigt werden (Ellis et al.,, 2003). In dem in dieser Arbeit
verwendeten Mausmodell sind somit die zwei wesentlichen
Membranproteine, die an der Regulation der extrazellularen
Kaliumkonzentration beteiligt sind, betroffen. Dies unterstitzt die
Annahme einer Kaliumakkumulation und fiihrt vermutlich zu einer Stérung
akuter wie chronischer Mechanismen der extrazellularen, perineuralen
Kaliumregulation. Wahrend die Reduktion der Na*/K*-ATPase ubiquitar zu
finden ist, konnte eine verminderte Expression von K4.1 spezifisch im
Ventralhorn des Rickenmarks nachgewiesen werden. Dies spricht dafir,
dass beide Proteine ggf. durch unterschiedliche Mechanismen reduziert
werden.

Neben Astrozyten exprimieren ebenfalls Oligodendrozyten Ki4.1. In der
vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine Aussage darlber getroffen
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werden, ob Oligodendrozyten in der grauen Substanz Ki4.1 exprimieren,
so dass letztlich ungeklart bleibt, ob K;4.1-defiziente Oligodendrozyten an
der ALS-Pathologie in der grauen Substanz beteiligt sind.

Die Ursache der K;4.1-Reduktion konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
geklart werden. Es bleibt unklar, ob es zu einer Veranderung auf
genetischer Ebene oder zu einer verstarkten Internalisation mit
nachfolgendem Abbau kommt. Es ist unwahrscheinlich, dass die
Reduktion der Ki4.1-Kanale direkt mit der Uberexpression der mutierten
SOD1 in Verbindung steht. Die mSOD1 wird ubiquitar exprimiert. Die
Reduktion des Ki4.1-Proteins wurde jedoch spezifisch im Ventralhorn des
Rickenmarks nachgewiesen. Es konnte keine Pathologie im Kleinhirn
gezeigt werden, auch das Dorsalhorn des Rickenmarks war schwacher
betroffen. Es wéare denkbar, dass Astrozyten im Rahmen einer Gliose als
Folge veranderter Genexpression und metabolischer Prozesse ein
alteriertes Spektrum von Membranproteinen exprimieren. Der astrogliale
Wasserkanal AQP4 konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch in
unveranderter Menge im Riickenmark von SOD®®** -Tieren nachgewiesen
werden. Eine weitere Studie zeigte ebenfalls eine Reduktion von GLT1 im
Ventralhorn des Riickenmarks von SOD®%** —Tieren, wahrend die GLAST-
Expression (GLAST, Glutamat-Aspartat-Transporter) sich unverandert
zeigte (Bendotti et al., 2001). Dies weist darauf hin, dass im Rahmen der
SOD1-vermittelten Astrogliose nur bestimmte Membranproteine in
verminderter Form exprimiert werden. Die Uberpriifung der K;4.1-
Expression bei weiteren neurodegenerativen Erkrankungen sollte daher
Gegenstand zukUlnftiger Forschung sein.

6.3.2. Eine erhohte extrazellulare Kaliumkonzentration induziert
Zelltod in der Motoneuron-Zelllinie NSC34

Im Hinblick auf die subzellulare Expression von Kiy4.1 unter
physiologischen Bedingungen wird in dieser Arbeit vorgeschlagen, dass
die Reduktion von Ki4.1 im SOD1%** _Mausmodell zu einer
extrazellularen Kaliumakkumulation fahrt, welche toxisch auf Motoneurone
wirkt. In einem weiteren Schritt wurde daher versucht zu klaren, ob eine
erhdhte extrazellulare Kaliumkonzentration zu degenerativen Prozessen
von Motoneuronen fihrt. Dazu wurde die Motoneuron-ahnliche Zelllinie
NSC34 steigenden extrazellularen Kaliumkonzentrationen ausgesetzt. Es
konnte gezeigt werden, dass Dbereits eine Erhdhung der
Kaliumkonzentration um 10 mM, die in vivo im synaptischen
Kompartiment erreicht werden kann (Gabriel et al., 1998, D'Ambrosio et

104



al., 2002, Jauch et al., 2002), zum erhdhten Zelltod von NSC34-Zellen
nach 120 Stunden fuhrte. Geringere Expositionszeiten flhrten nicht zu
einem signifikanten Absterben der Zellen. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass eine chronische Erhéhung der extrazellularen
Kaliumkonzentration motoneuronalen Zelltod induzieren kann. Die
Barium-induzierte Reduktion des Kalium-vermittelten Zellsterbens weist
darauf hin, dass die Zelltodmechanismen abh&ngig vom Kaliumeinstrom
in die NSC34-Zellen sind. Da es sich um ein in vitro-Modell handelt, ist ein
direkter Rulckschluss auf die Pathomechanismen unter in vivo-
Bedingungen nicht méglich. Dennoch ist es sehr wahrscheinlich, dass die
Erhéhung der extrazellularen Kaliumkonzentration in vivo durch
Depolarisation der umgebenden Zellen zu einer Beeintrachtigung der
neuronalen Funktion flhrt. Der degenerative Effekt einer Depolarisation
auf Motoneurone wurde in einer Vielzahl von Studien belegt (Choi, 1988,
Lipton und Rosenberg, 1994, Gabriel et al., 1998, Carriedo et al., 2000,
Urushitani et al., 2001, Jauch et al., 2002, Djukic et al., 2007,
Kucheryavykh et al., 2007). In einer aktuellen Studie (Djukic et al., 2007)
am Hippocampus von Ki4.1-KO-Tieren wurde eine verstarkte synaptische
Potenzierung in pyramidalen Neuronen gezeigt. Es ist denkbar, dass eine
solchermaBen erhéhte neuronale Aktivitat in anderen Geweben langfristig
zu degenerativen Prozessen in Neuronen beitragt. Die Reduktion von
Ki4.1 stellt einen weiteren Pathomechanismus zur Diskussion, der durch
die Kalium-Exzitotoxizitdt einen wesentlichen Einfluss auf die
fortschreitende  motoneuronale  Degeneration hat.  Insbesondere
angesichts mdglicher kombinierter Effekte durch Beeintrachtigung der
Expression von Ki4.1, der Na*/K*-ATPase und Glutamat-Transportern
erscheinen Stérungen der Neuron-Glia Interaktion mit nachfolgender
Exzitotoxizitat ein wesentlicher pathogenetischer Faktor bei der ALS zu
sein.
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Abb. 35: Exzitotoxizitat bei der ALS im Tiermodell. (a, b) Na*/K* -ATPasen und gliale
Ki4.1-Kandle nehmen neuronal freigesetztes Kalium auf. Gliale EAAT2/GLT1-
Transporter beseitigen Glutamat aus dem synaptischen Bereich. (c, d) Die Reduktion
glialer K;4.1-Kanéle fiihrt zu einer extrazellularen Akkumulation von Kalium. Dies bewirkt
eine Depolarisation der Motoneurone. In diesen werden spannungsgesteuerte
Kalziumkanéle gedffnet, dies tragt zur Degeneration der Motoneurone bei. Gleichzeitig
kommt es zu einer Reduktion der Aktivitdt und Expression von EAAT2/GLT1 (durch
Ki4.1-vermittelte Depolarisation?). Dies verstérkt die exzitotoxischen Effekte Uber
Kalziumeinstrom durch Glutamatrezeptoren. Im SOD®®* -Mausmodell ist zusatzlich eine
verminderte Expression der Na*/K*-ATPase beschrieben, dies verstarkt die extrazellulare
Kaliumakkumulation. (c) Die exzitotoxischen Mechanismen flihren zu einer Degeneration
der Motoneurone (und prasynaptischen Bereiche) und Muskelschwéachung. (b) und (c)
stellen VergréBerungen der unter (a) und (c) hervorgehobenen synaptischen Region dar.
Zur Vereinfachung wird die Innervation des Muskels durch die Innervation einer
einzelnen Muskelfaser durch das respektive Motoneuron dargestelit.
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Im Hinblick auf die in dieser Arbeit postulierte Rolle von Ki4.1 in der
Volumenregulation astrozytarer Fortsatze ergibt sich eine weitere
interessante Frage: Kénnte die Beeintrachtigung der Volumenregulation
durch Reduktion von Ki4.1-Kanéalen in der Pathogenese der ALS eine
Rolle spielen? Lokale lonenstrom-vermittelte Volumenverédnderungen
spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von transienten
Zellausstilpungen (Condeelis, 1993, Lauffenburger und Horwitz, 1996,
Zierler et al., 2008). Gerade im Bereich der Synapse wurde eine hohe
Motilitdt astrozytarer Fortsatze beobachtet (Hirrlinger et al., 2004). K4.1
kdnnte Gber Einstrom bzw. Ausstrom von Kalium an diesem Prozess Uber
einen Gradientenaufbau beteiligt sein oder indirekt tber Verdnderungen
des RMP weitere Kanédle steuern. Die Reduktion von Kj4.1-Kanélen
kénnte die dynamische Reorganisation der Fortsdtze im synaptischen
Bereich und damit die Neuron-Glia Interaktion beeintrachtigen. Da an
diesem Prozess eine Vielzahl von Kanalen beteiligt ist, bleibt diese
Vermutung rein spekulativ

Ein GroBteil der ALS-Erforschung basiert auf der Untersuchung von
transgenen Mausmodellen der Erkrankung. Ziel ist es, die Ergebnisse
dieser Forschung auf die humane ALS-Erkrankung zu Ubertragen, ihre
Entstehung und den Verlauf zu verstehen. Hieraus lieBen sich z.B.
Therapieansatze zur Linderung des Krankheitsverlaufs oder urséchlichen
Behandlung der Erkrankung erarbeiten. In der vorliegenden Arbeit konnte
proteinbiochemisch gezeigt werden, dass Ki4.1 im adulten humanen
RUckenmark exprimiert wird und dass das Bandenmuster im Western Blot
dem der Maus sehr dahnelt. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass
Ki4.1 auf den Fortsatzen von Astrozyten exprimiert wird. Dies entspricht
weitgehend dem Expressionsverhalten in der Maus, so dass vermutet
werden kann, dass Kj4.1 ebenfalls im menschlichen Rickenmark eine
Rolle in der Regulation der Kaliumhomdostase spielt. Eine Reduktion von
Ki4.1 koénnte somit in der menschlichen ALS-Erkrankung zu
exzitotoxischen Mechanismen beitragen. Die Analyse der Kj4.1-
Expression im Rickenmark von ALS-Patienten konnte in dieser Arbeit
nicht vorgenommen werden. Die Krankheitsverlaufe sind unterschiedlich
und eine sinnvolle Analyse erfordert die Untersuchung eines groBen
Datensatzes. Dies sollte Gegenstand weiterer Forschung sein.
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7. Zusammenfassung/Summary

7.1. Zusammenfassung

Innerhalb des letzten Jahrzehnts wurde immer deutlicher, dass einwarts-
gleichrichtende Kaliumkanale (Ki) neben ihrer klassischen Rolle im
Aufbau und der Konstanthaltung des Ruhemembranpotentials weitere
zellspezifische Aufgaben erfillen.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels transgener Maustechnologie
gezeigt werden, dass Ki4.1 frih postnatal zunachst Zellkérper-assoziiert
auf Oligodendrozyten in der weiBen Substanz des Rickenmarks
exprimiert wird. Im weiteren Verlauf der Entwicklung kommt es zu einer
Hochregulation der Proteinexpression auf perivaskularen und perineuralen
astrozytaren Fortsdtzen in der grauen Substanz. Hier konnte die
Kolokalisation von Kj4.1 und einem Wasserkanal (AQP4) auf astroglialen
EndfiiBen nachgewiesen werden. Das K;4.1-Expressionsmuster im
Rickenmark legt eine Rolle des Kanals in der Kaliumpufferung und
mdglicherweise in der Kalium-gesteuerten Volumenregulation nahe.

Basierend auf den Ergebnissen der Expressionsstudie dieser Arbeit wurde
die konkrete Hypothese aufgestellt, dass K;4.1-Kanale mittels Kontrolle
des transmembrandsen Kaliumtransports einen Einfluss auf die
osmotische Volumenregulation von Astrozyten haben. Anhand eines
Modellsystems konnte unter Verwendung konfokaler 2-Photonen-
Lasermikroskopie gezeigt werden, dass die genetische Inaktivierung von
Ki4.1 im Knock-Out-Mausmodell zu einer Beeintrachtigung der
Wassersekretion aus astrozytaren Fortsdtzen mit nachfolgender
Schwellung fuhrt. Dies zeigt, dass K;4.1-Kanale wesentlich zur
Volumenregulation in Astrozyten beitragen und dass der Kalium-
sekretorische Volumenausgleich Uber astrogliale EndfiBe vermittelt wird.
Eine Beeintrachtigung von Expression oder Funktion astroglialer Kj4.1-
Kanédle kdénnte unter pathophysiologischen Bedingungen zu einer
Anschwellung von Astrozyten und Verringerung des extrazelluldren
Raumes beitragen.

Eine mdgliche pathogenetische Bedeutung von glialen Ki4.1-Kanélen bei
neurodegenerativen Erkrankungen wurde anhand eines etablierten
Tiermodells fir die Motoneuronerkrankung Amyotrophe Lateralsklerose
(ALS) untersucht. Erstmals konnte eine Krankheits-assoziierte,
fortschreitende Reduktion der Ki4.1-Expression im Ventralhorn des
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Rickenmarks im SOD1-vermittelten ALS-Mausmodell nachgewiesen
werden. Die daraus resultierende extrazellulare Akkumulation von Kalium
kénnte durch chronische Depolarisation der Membran der Motoneurone
zu deren Tod beitragen. Diese Schlussfolgerung unterstiitzend konnte in
einem in vitro Modellsystem gezeigt werden, dass eine erhbhte
extrazellulare Kaliumkonzentration neurotoxisch wirkt. Die differentielle
Expression von Kj4.1 im Ruckenmark und die daraus abgeleitete
Bedeutung fir die Neuron-Glia Interaktion unter physiologischen und
pathophysiologischen Aspekten unterstitzt die Sichtweise einer
dynamischen Interaktion von neuronalen und glialen Zellen im gesunden
und kranken Gewebe.

7.2. Summary

In the last decade it became more and more obvious, that inwardly-
rectifying potassium channels (Ki), beside their classical role in
establishing and maintaining the resting membrane potential, serve
additional cell-specific functions.

Using transgene mouse technology the data of this study reveal that in
early postnatal days the K;4.1 channel is expressed on oligodendrocyte
cell bodies in the spinal cord white matter, whereas subsequently an
upregulation of Kj4.1 protein expression in gray matter is observed. Here,
Ki4.1 is mainly associated with the perivascular and perineural astrocytic
network, where it colocalizes with a water channel (AQP4). The K;4.1
expression pattern in the spinal cord is therefore suitable for a role in
potassium buffering and potassium-driven water homeostasis.

Based on the results of the expression study in this thesis, it was
hypothesised that K;4.1 channels have an impact on astrocyte volume
regulation by controlling the transmembrane potassium transport. By using
a model system based on 2-photon-confocal lasermicroscopy it was
shown that the genetic inactivation of K;4.1 in a knock-out mouse model
results in impaired water secretion from astrocytic processes and endfeet
with subsequent swelling. This reveals that Kj4.1 channels are an
important component of astrocyte volume regulation and that potassium-
secretory volume regulation is attributed to astroglial endfeet. An
impairment in Ki4.1 expression or function could therefore contribute to
astrocyte swelling in pathophysiological conditions.
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A possible pathogenetic role for glial Ki4.1-channels in neurodegenerative
diseases was investigated using an established animal model for the
motoneuron disease Amyotrophic Lateralsclerosis (ALS). This study for
the first time provides evidence for a disease-associated, progressive
reduction of Ki4.1 expression in the ventral horn of the spinal cord in a
SOD1 related ALS mouse model. The resulting extracellular accumulation
of potassium could contribute to motoneuron death due to chronic
membrane depolarisation. In support of this conclusion, an elevated
extracellular potassium concentration was proven to be neurotoxic in an in
vitro model system. The differential expression of K;4.1 in the spinal cord
and its specific importance for neuron-glia interaction in physiological and
pathophysiological conditions supports the view of a dynamic interaction
between neuronal and glial cells in health and disease.
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