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Zusammenfassung

Neuronale Progenitorzellen (NPCs) sind die Quelle fiir neue Neurone und Gliazellen im adulten
Gehirn. Die meisten NPCs finden sich in der subventrikuliren Zone (SVZ) und der
subgranuldren Schicht des Gyrus Dentatus, wo sie zur Plastizitit des Gehirns beitragen. Um ihr
Reparaturpotential im Gehirn zu nutzen, ist es von groer Wichtigkeit die Molekiile zu
identifizieren, welche Wachstum, Migration und Differenzierung regulieren. Kaliumkanile sind
vielversprechende Kandidatenmolekiile fiir die Regulation der NPCs. Sie sind wichtige
Komponenten in der Signaltransduktion und besitzen eine hohe Diversitdt. Somit sind sie ideal
um komplexe Vorginge wie Proliferation und Differenzierung zu steuern. Zum heutigen
Zeitpunkt gibt es nur wenige Arbeiten iiber die Distribution der Kaliumkanile auf den NPCs und
ihren Einfluss auf die Proliferation dieser Zellen.

In dieser Arbeit wurde die Expression ausgewdhlter spannungsgesteuerter (Kv) Kaliumkandle,
einwirtsgleichrichtender (Kir) Kaliumkanile und Tandemporenkaliumkanéle (K2P) auf NPCs in
der SVZ adulter Miuse analysiert. Die mittels Immunhistochemie gewonnenen Daten wurden in
vitro bestitigt und durch Western Blots ausgewihlter Kaliumkanile erginzt. Im Microarray
wurde dariiber hinaus die Genexpression der Kanidle untersucht. Selektierte
Kaliumkanalkandidaten wurden durch semispezifische Kaliumkanalblocker gehemmt und
hiernach das Proliferationsverhalten der NPCs im Proliferationsassay getestet.

Somit gelang eine umfangreiche Expressionsanalyse verschiedener Kaliumkanéle auf neuronalen
Vorlduferzellen. Hierbei zeigte sich ein differenziertes Expressionsmuster der Kanéle auf den
Nestin-positiven Vorlduferzellen der SVZ, den DCX-positiven frithen Neuronen der SVZ sowie
den subependymalen Zellen. Ahnliche Daten zeigten sich auch im Neurosphirenassay. Die
Expression einzelner Kaliumkanile wie Kir6.1, Kir3.2, Kv1.6 und Kir2.4 zeigte hierbei ein
besonders interessantes Expressionsmuster. Weiterhin fand sich der Trend, dass die Proliferation
der NPCs durch Zugabe von Tertiapin, einem Blocker des Kanals Kir3.2, gehemmt werden
konnte.

Diese Ergebnisse legen eine Rolle der Kaliumkanile fiir die komplexe Regulation von
Proliferation und Differenzierung der NPCs nahe. Es werden jedoch weitere Studien bendétigt um
diese Beziehung besser zu verstehen und so geben die Ergebnisse dieser Arbeit Anstofe fiir

neue, vielversprechende Herangehensweisen.
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Abstract

Neural progenitor cells (NPCs) are a source of new neurons and glia in the adult brain. Most
NPCs reside in the forebrain subventricular zone (SVZ) and in the subgranular zone of the
dentate gyrus where they contribute to the plasticity of the adult brain. To use their potential for
repair it is essential to identify the molecules that regulate their growth, migration and
differentiation. Potassium channels are promising molecular candidates for NPC regulation as
they are important components of signal transduction and their diversity is ideal to cover the
complex functions required for cell proliferation and differentiation. There is increasing evidence
that potassium channels influence cell growth and neurogenesis, however, very little is known
regarding potassium channel distribution in NPCs and their influence on the proliferation of
NPCs.

In this thesis the expression of a variety of voltage-gated (Kv), inwardly rectifying (Kir) and
two-pore (K2P) potassium channels was explored in the SVZ of adult mice. The data obtained by
immunocytochemical analysis were confirmed in neurosphere cultures. Furthermore Western
blots for selected potassium channels as well as microarrays analyzing the gene expression of
potassium channels were performed in the neurosphere cultures. Selected potassium channels
were functionally disabled using semi specific potassium channel blockers. In the proliferation
assay the influence of these blockers on the cell proliferation was tested.

This thesis is a comprehensive analysis of the expression of potassium channels on neural
progenitor cells. It reveals a differential expression pattern of potassium channels in nestin-
positive SVZ precursor cells, early SVZ doublecortin-positive neurons and (sub)ependymal
cells. These data were confirmed in the neurosphere cultures. Some potassium channel proteins,
such as Kir6.1, Kir3.2, Kv1.6 und Kir2.4, showed an interesting expression pattern. Furthermore
the trend was shown that Tertiapin, a blocker of the potassium channel Kir3.2 could inhibit the
proliferation of the NPCs.

These data suggest a role of potassium channels in the complex regulation of NPC proliferation
and differentiation. Further studies are required to elucidate the relationship between potassium
channels and neurogenesis in the SVZ. The results of this thesis promise to provide new

approaches for regulating NPC proliferation or migration in the brain.
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1. Einleitung
1.1. Stammzellen

Stammzellen werden durch zwei wesentliche Eigenschaften ausgezeichnet: Zum Einen die
Fahigkeit, sich durch symmetrische Zellteilung selbst zu erneuern und somit die
Stammzellpopulation zu vergroBern und zum Anderen die Fihigkeit, durch asymmetrische
Teilung spezifische Zelltypen zu generieren. Im Rahmen der asymmetrischen Teilung entstehen
jeweils eine neue Stammzelle und eine Tochterzelle, welche in ithrem Differenzierungspotential
eingeschrinkt ist. Nach ontogenetischem Alter sowie dem Differenzierungspotential werden

Stammzellen in totipotente, pluripotente, multipotente oder unipotente Stammzellen unterteilt.

Tabelle 1: Einteilung der Stammzellen

Potenz Differenzierungspotential Beispiel

Totipotent kann sich in einen gesamten Organismus FEizelle
differenzieren

Pluripotent kann sich in jeden Zelltyp, jedoch nicht in embryonale
einen Organismus differenzieren Stammzelle

Multipotent kann sich in  verschiedene Zelllinien neuronale
differenzieren Stammzelle

Unipotent kann sich nur in eine Zelllinie differenzieren Muskel-

Stammzelle

Es lassen sich weiterhin zwei Arten von Stammzellen unterscheiden. Die embryonalen
Stammzellen finden sich in der inneren Zellmasse der Blastozyste und sind pluripotent. Adulte
Stammzellen hingegen lassen sich im Laufe der gesamten Ontogenese in verschiedenen
Geweben und Organen nachweisen. Ihr Differenzierungspotenzial ist dem der embryonalen
Stammzellen unterlegen. Unlédngst gelang es, eine dritte Gruppe von Stammzellen zu generieren
— die induzierten Stammzellen. Takahashi u.a. verwendeten murine Fibroblasten um dort das
Genom vier spezifischer Transkriptionsfaktoren einzubringen, wodurch die Fibroblasten die

Eigenschaften pluripotenter Stammzellen erlangten (Takahashi und Yamanaka 2006).
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1.1.1. Adulte Neurogenese

Bis zur Mitte des 20. Jahrhunderts bestand die Meinung, dass Neurogenese nur wihrend der
Embryonalphase im Sdugetier stattfindet. In den 60er Jahren gelang es Joseph Altman postnatale
Neurogenese in Ratte und Katze nachzuweisen. So nutzte er radioaktiv markiertes Thymidin um
Zellen, welche sich in Teilung befinden, zu markieren und spiter mittels Autoradiographie
darzustellen. Altmann fand proliferierende Zellen mit neuronalen Charakteristika in
Hippocampus, Bulbus olfaktorius und Neokortex (Altman und Das 1966). Dennoch dauerte es
bis in die 90er Jahre bis die adulte Neurogenese auch in Primaten und Menschen allgemein
anerkannt war und die neuronale Stammzellforschung mit neuen Methoden wie dem Nutzen von
Bromdesoxyuridin (BrdU), der Immunhistochemie und der Konfokalmikroskopie in grofem

Male begann (E Gould u. a. 1999; Eriksson u. a. 1998).

1.1.2. Adulte Neurogenese in vivo

Zum heutigen Zeitpunkt gibt es zwei allgemein akzeptierte Hirnareale, in welchen adulte
Neurogenese stattfindet: den Gyrus dentatus im Hippocampus und die Subventrikulidrzone (Gage
2000; Zhao, Deng, und Gage 2008; Kriegstein und Alvarez-Buylla 2009). In der subgranulidren
Zone des Gyrus dentatus des Hippocampus entstehen aus neuronalen Progenitorzellen die
Kornerzellen, welche sich in die bestehenden neuronalen Schaltkreise integrieren (Kempermann
u. a. 2004). Die subventrikuldre Zone befindet sich in der lateralen Wand der Seitenventrikel.
Hier proliferieren die neuronalen Vorlduferzellen und generieren Neuroblasten. Im Nagetier
migrieren diese in einer von Astrozyten gesiumten Kette zum Bulbus olfaktorius (BO). Dort
wandern sie sternférmig zu den Glomeruli olfactorii, wo sie sich in verschiedene Subtypen von
Interneuronen differenzieren (Lois und Alvarez-Buylla 1994). Neben der SVZ und dem Gyrus
dentatus werden auch andere Hirnareale wie beispielsweise der Neokortex, Hypothalamus und
Amygdala als Ort adulter Neurogenese diskutiert (reviewed durch Gould 2007; Emsley u. a.
2005).

1.1.2.1.  Die Subventrikuliire Zone
Es werden stindig neue Erkenntnisse zum Aufbau der SVZ gewonnen. Zum Seitenventrikel hin
und somit in direktem Kontakt zum Liquor stehen die Ependymzellen, welche sich nicht teilen.
Weiterhin werden sich langsam teilende B Zellen, die neuronalen Vorlduferzellen, und die sich
aus lhnen entwickelnden, schnell teilenden C Zellen unterschieden. B Zellen tragen die

Charakteristika astrozytérer Zellen und lassen sich aufgrund unterschiedlicher Morphologie und
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anatomischer Lage in Bl und B2 Zellen unterteilen. B1 Zellen finden Anschluss an das
Liquorsystem und haben dariiber hinaus Kontakt zu Blutgefden und allen anderen Zellen der
SVZ. B2 Zellen haben keinen Anschluss an das Ventrikelsystem (Riquelme, Drapeau, und
Doetsch 2008). C Zellen, auch transient amplifying cells genannt, generieren die jungen
Neuroblasten. Diese Neuroblasten, auch Typ A Zellen genannt, migrieren entlang des rostralen
migratorischen Stroms (RMS) hin zum BO. Aufgrund des Kontaktes der Vorldauferzellen zum
Ventrikelsystem priferieren es manche Autoren den Begriff Subventrikuldrzone auf den Begriff

Ventrikuldrzone-Subventrikuldrzone (VZ-SVZ) zu erweitern (Ihrie und Alvarez-Buylla 2011).

" Extracellular
matrix

Abbildung (Abb.) 1 Architektur der VZ-SVZ: Angrenzend an den Liquorraum finden sich die
Ependymzellen (E). Auch Bl Zellen finden im Gegensatz zu B2 Zellen Anschluss an das
Ventrikelsystem (B1 und B2). Aus den B Zellen entwickeln sich die C Zellen oder auch transient
amplifiying cells genannt (C). Die Neuroblasten, Typ A Zellen, wandern entlang des RMS zum BO (A).
Weitere Bestandteile der VZ-SVZ sind die Mikroglia (Mg) sowie die Blutgefie (BV) (Grafik aus Thrie
und Alvarez-Buylla 2011).
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1.1.3. Adulte Neurogenese in vitro

Der Neurosphdrenassay ist ein weit verbreitetes Instrument zur Untersuchung neuronaler
Vorlauferzellen. Er beruht auf der fiir Stammzellen charakteristischen Féhigkeit zur
Selbsterneuerung. Unter speziellen Konditionen proliferieren die Stammzellen wohingegen
differenzierte Zellen absterben. Somit gelingt es, die Vorlduferzellen selektiv zu isolieren und
weiter zu kultivieren. Bereits 1992 beschrieben Reynold und Weiss den Neurosphirenassay
(Reynolds und Weiss 1992). Essentielle Grundlagen sind ein Serum-freies Medium, eine nicht-
haftende Unterlage und der Wachstumsfaktor Epithelial Growth Factor (EGF). Unter diesen
Bedingungen bilden sich aus einem dem murinen Striatum entnommenen Zellgemisch die
sogenannten Neurosphdren. Dies sind Zellhaufen aus aneinander haftenden proliferierenden
Zellen. Ab einer bestimmten GroB3e, welche nach ca. 21 Zellteilungen erreicht ist, 16sen sich die
Neurosphiren von der Oberflache der Kulturschale und schwimmen im Medium. Kultiviert man
die Neurosphdren {iiber mehrere Generationen steigt die Anzahl der proliferierenden
neuroepithelialen Stammzellen. Die differenzierten Zellen hingegen sterben ab und ihre Anzahl
verringert sich. Dennoch bestehen die Neurosphiren aus einer heterogenen Gruppe von Zellen.
So befinden sich neben den Stammzellen auch in ihrem Differenzierungspotential limitierte
Vorlauferzellen sowie bereits differenzierte Zellen und Zelldebris. Unter Beriicksichtigung dieser
Heterogenitit wird in dieser Arbeit der Begriff neuronale Vorlduferzellen fiir die untersuchten
Zellen des Neurosphirenassays verwendet. Eine weitere Eigenschaft neuronaler Vorlduferzellen
kann im Neurosphirenassay untersucht werden — die Multipotenz der Stammzellen. Bereits
Gritti u.a. zeigten 1996, dass beta Fibroblast Growth Factor (bFGF) ein potenter
Wachstumsfaktor fiir NPCs ist und es wurde beschrieben, dass der Entzug von bFGF sowie das
Ubertragen der Zellen auf eine haftende Unterlage die Differenzierung der Zellen nach sich zog
(Gritti u. a. 1996). Somit entstehen aus NPCs im ,,Differenzierungsassay Neurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten. Zur Charakterisierung der Zellen in der SVZ sowie im
Neurosphdrenassay konnen verschiedene Kriterien zur Hand genommen werden. So geben
Morphologie, Proliferationsverhalten und Proteinexpression Auskunft iiber die Identitidt der
Zellen. Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper, welche zur Charakterisierung der
verschiedenen Zellen dienten, waren neben denen fiir Kaliumkanéle, DCX zur Darstellung der
Neuroblasten, Nestin zur Darstellung neuronaler Vorlduferzellen, Glial fibrillary acidic protein
(GFAP) zur Darstellung von Astrozyten sowie Receptor interacting protein (RIP) zur Darstellung

von Oligodendrozyten.
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1.1.4. Regulation der Neurogenese

Schofield stellte 1978 die Hypothese auf, dass Stammzellen sich in sogenannten
Stammzellnischen aufhalten (Schofield 1978). Die Stammzellnische beschreibt hier nicht nur
einen spezifischen anatomischen Ort, sondern auch das Microenvironment in welchem lokale
und systemische Faktoren integriert werden (reviewed von Scadden 2006), um sich so dem
unterschiedlichen Bedarf an neuen Stammzellen anzupassen. Im Gehirn stellt u.a. die SVZ eine
einzigartige Stammzellnische dar. Zelluldrer Bestandteil sind hier Ependymzellen, Astrozyten,
Mikroglia, Endothelzellen sowie die neuronalen Progenitorzellen. Diese integrieren die vielen
Signalmolekiile wie Morphogene, Wachstumsfaktoren und Neurotransmitter. FGF und EGF
fordern beispielsweise nicht nur in vitro (Reynolds und Weiss 1992) die Proliferation von
Stammzellen sondern auch in vivo (Kuhn u. a. 1997). Jede Zelle ibernimmt hier spezifische
Aufgaben. So bilden Ependymzellen eine Barriere zum Liquorraum, durch welche sie selektiv
Ionen und Signalstoffe transportieren konnen (Sawamoto u. a. 2006). Astrozyten sind durch
ihren Kontakt zu allen Komponenten der Nische zentral an der Regulation der Neurogenese
beteiligt (Riquelme, Drapeau, und Doetsch 2008). Neben den lokalen Informationen gelangen
jedoch auch systemische Signale in die SVZ. So wirken sich verschiedenste Umwelteinfliisse auf
die Neurogenese aus. Miuse beispielsweise, welche in einer abwechslungsreichen Umgebung
gehalten werden, zeigten eine verstdrkte Neurogenese im Hippocampus (Kempermann, Kuhn,
und Gage 1997). Auch Erkrankungen wirken sich auf die Neurogenese aus. Epileptische Anfille
fiihren zu einer verstirkten Proliferation von NPCs im Gyrus dentatus (Parent u. a. 1997). Die
Kommunikationswege sind hier vielfiltig. So bilden Blutgefille einen wichtigen Weg fiir
systemische Signale und zirkulierende Zellen. Informationen gelangen ebenfalls via axonalem
Transport in die Nische wie beispielsweise Dopamin, welches aus der Substantia nigra in die
SVZ gelangt wo es die Proliferation der NPCs fordert (Hoglinger u. a. 2004). Die genaue

Integration der multiplen Signalwege in der SVZ ist bis dato jedoch nur ansatzweise verstanden.

1.2. Kaliumkanaile

Kaliumkanile sind fiir Kaliumionen selektiv durchgingige Poren in der Zellmembran. Sie sind
mit bisher iiber 75 bekannten Genen (Jenkinson 2006) die grofte Gruppe von lonenkanélen.
Kaliumkanile finden sich auf fast allen pro- und eukaryotischen Zellen und sind wesentlich am
Aufbau des Ruhemembranpotentials beteiligt, in erregbaren Zellen spielen sie eine wichtige
Rolle im Erregungsprozess. Sie konnen durch Spannung oder durch Liganden (z. B. Calicum

oder Adenosintriphophat (ATP)) gesteuert werden. Im menschlichen Korper sind Kaliumkanile
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u.a. an der Regulation der Herzfrequenz, endokrinen Vorgingen wie der Insulinausschiittung,
dem Elektrolyttransport iiber Epithelien oder der Kontrolle der Neurotransmitterausschiittung
beteiligt (Shieh u. a. 2000).

Die Rontgenkristallstruktur eines Kaliumkanals wurde 1998 zum ersten Mal beschrieben (Doyle
u. a. 1998). Es handelte sich um den Kanal KscA des Bakteriums Streptomyces lividans und war
ein wesentlicher Schritt im Verstindnis von Struktur und Funktion der Kanile. Kaliumkanile
setzen sich aus Untereinheiten, den sogenannten Alpha Units, zusammen. Die Alpha Units
bestehen aus den die Membran durchspannenden Transmembrandominen (TM) und den P-
Segmenten, welche die Pore bilden. Um einen funktionellen Kanal bilden zu konnen, lagern sich
Alpha Units zu Tetrameren oder Dimeren zusammen, in deren Mitte eine wassergefiillte Pore
entsteht. An deren engster Stelle bilden die Schleifenstrukturen der P-Segmente den
Selektivitatsfilter fiir Kalium, durch welchen die Kaliumionen entlang des elektrochemischen
Gradienten die Zellmembran passieren. Dieser besitzt die stark konservierte Aminosduresequenz
Thr, Val, Gly, Tyr, Gly (Doyle u. a. 1998; Morais-Cabral, Zhou, und MacKinnon 2001).
Zusitzlich konnen sich Beta Units an die Kaliumkanalkomplexe lagern. Dies sind
zytoplasmatische Proteine, die eine hohe Sequenzhomologie zu Enzymen aus der Gruppe der
Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat) (NAD(P)H) -abhingigen Oxidoreduktasen haben
(McCormack und McCormack 1994). Sie beeinflussen die physiologischen und
pharmakologischen Eigenschaften des Kaliumkanals. Nach Anzahl der Transmembrandoménen
der Alpha Untereinheiten sowie nach Art der Aktivierung werden die Kaliumkanile in vier
Gruppen eingeteilt. Zum einen gibt es die Calcium-aktivierten Kaliumkanile (KCa), welche
Untereinheiten mit 6 oder 7 TM besitzen. Zum anderen gibt es die einwirtsgleichrichtenden
Kanile, die Tandemporenkanile und die spannungsgesteuerten Kaliumkanile, welche in dieser

Arbeit ndher beschrieben werden.

1.2.1. Spannungsgesteuerte Kaliumkaniile

Die spannungsgesteuerten Kaliumkanile bestimmten wesentlich die Erregbarkeit von Zellen
beispielsweise in Herz, Skelettmuskel und Hirn. Sie modellieren Frequenz, Form und Grofle des
Aktionspotentials und sind somit wu.a. an der Neurotransmitterausschiittung und
Muskelkontraktion beteiligt (reviewed von McKeown u. a. 2008). Der erste geklonte Kv-Kanal
war der spannungsabhingige shaker Kanal der Drosophila (Papazian u. a. 1987). Heute sind 40
fiir Kv-Kanile kodierende Gene bekannt, die Familie 14sst sich in zwolf Unterfamilien (Kv1-12)

unterteilen. Kv-Kanile besitzen Alpha Untereinheiten mit sechs Transmembrandoménen (S1-
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S6). Sowohl N- als auch C- Terminus sind intrazellulir lokalisiert. Zwischen der fiinften und der
sechsten Transmembrandomine befindet sich die Porendomine (P) (Abb.2). Vier 6TM/P

Untereinheiten bilden das Tetramer eines Kanals.

Abb. 2 Alpha Untereinheit eines spannungsgesteuerten Kaliumkanals ( Abbildung aus Choe 2002).

Kv-Kanile offnen bei Membranpotentialen, welche positiver als das Ruhemembranpotential
sind. Hierdurch bewirken sie einen Kaliumionenausstrom, was zur Repolarisation beitrigt. Die
Moglichkeit auf Spannung zu reagieren ist durch die Transmembrandominen S1-S4 gegeben.
Von besonderer Bedeutung ist die vierte Transmembrandomine — hier befinden sich an jeder
dritten Stelle positiv geladene Aminosduren (Arginin, Lysin), welche als Spannungssensor
dienen (Liman u. a. 1991). Andert sich die Transmembranspannung, fiihrt dies zu
Konformationsidnderungen, was zum Offnen bzw. SchlieBen des Kanals fiihrt (Sands, Grottesi,
und Sansom 2006). Am Aminosdureterminus liegt die Tetramerisierungsdomine T1, welche die
Kompatibilitidt der unterschiedlichen Untereinheiten festlegt. Es lassen sich nur Untereinheiten
der gleichen Subfamilie kombinieren (Pfaffinger und DeRubeis 1995). Eine Ausnahme bilden
die elektrisch stummen Kanile Kv5, 6, 8 und 9, welche nur funktionsfihige Kanéle bilden, wenn
sie mit Kv2 oder Kv3 assemblieren (Stocker, Hellwig, und Kerschensteiner 1999; Post, Kirsch,
und Brown 1996). Die in unseren Experimenten untersuchten Kaliumkanile gehdren der Gruppe
Kv1l und Kv4 an. Die Kanile der Kvl Familie sind weit im ZNS verbreitet, wo sie die
Erregbarkeit von Neuronen beeinflussen. So zeigten Knockout Miuse fiir Kvl.1 spontanes
Auftreten epileptischer Anfille sowie strukturelle Anderungen im ZNS (Smart u. a. 1998).
Mitglieder der Kv4 Familie sind sowohl im ZNS als auch auf Herzmuskelzellen exprimiert.
Kv4.2 beispielsweise wirkt im Bereich der Hinterhorner des Riickenmarks schmerzmodulierend

(Hu u. a. 2006).
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1.2.2. Einwirtsgleichrichtende Kaliumkanéle

Einwirtsgleichrichtende  Kaliumkanédle sind essentiell an der Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials von Zellen und der Regulierung des Aktionspotentials beteiligt. Bereits
1949 wurden die ersten einwértsgleichrichtenden Kaliumleitfihigkeiten von Bernhard Katz im
Skelettmuskel beschrieben. Es dauerte jedoch bis zum Jahr 1993 bis mittels Expressionsvektoren
die ersten cDNA Klone von Kirl.1 und Kir2.1 aus dem Mark der Rattenniere bzw. aus murinen
Makrophagen erstellt wurden (Ho u. a. 1993; Kubo u. a. 1993). Zum heutigen Zeitpunkt sind 15
fiir Kir-Kanile kodierende Gene bekannt, es lassen sich sieben Subfamilien untergliedern (Kirl-
7) (Doupnik, Davidson, und Lester 1995). Die Alpha Untereinheiten der
einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanile besitzen zwei Transmembrandomédnen (M1-M2),
zwischen denen sich die extrazelluldr gelegene porenformende Region (H5) befindet, die auch
den Selektivititsfilter beinhaltet. N- und C- Terminus liegen auf der zytoplasmatischen Seite

(Abb 3).

NH,

CCOH

Abb. 3 Alpha Untereinheit eines einwértsgleichrichtenden Kaliumkanals (Abbildung aus Choe 2002)

Ihren Namen erhielten die Kanile aufgrund der Eigenschaft Kaliumionen priferentiell nach
intrazellulér flieBen zu lassen (Hagiwara und Takahashi 1974). Liegt das Ruhemembranpotential
negativ vom Kaliumgleichgewichtspotential (Ek) ist ein grofer Ionenstrom iiber die Membran
moglich. Der Fluss verringert sich, wenn das Ruhemembranpotential positiv von Ex wird - dem
physiologischen Zustand iiber den meisten Sdugetierzellmembranen. Diese Eigenschaft resultiert
aus der Blockade der Kaliumionenpassage bei Depolarisation durch intrazelluldre Polyamine
(z.B. Spermine) und Magnesium (Lopatin, Makhina, und Nichols 1995). Kir-Kanile sind
unterschiedlich starke Einwirtsgleichrichter, was durch Unterschiede in den Aminosduren der
Transmembrandoméne M2 bedingt ist (Wible u. a. 1994; Lu und MacKinnon 1994). Um einen
funktionsfihigen Kaliumkanal zu bilden, lagern sich die Kir-Kandle zu Homo- oder

Heterotetrameren zusammen. Letztere werden zwischen Mitgliedern derselben Subfamilie
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gebildet. Eine Ausnahme bilden hier Kir4.1 und Kir5.1 welche sich ebenfalls zusammen lagern
konnen (reviewed von Hibino u. a. 2010). Einwirtsgleichrichtende Kaliumkanile iibernehmen
vielfdltige Rollen im menschlichen Korper. Vertreter der Kir2 Familie werden im Myokard und
im Gehirn exprimiert (Stonehouse u. a. 1999). Im Herzen sind sie an der Aufrechterhaltung der
Plateauphase sowie der schnellen Phase der Repolarisation beteiligt (Wang u. a. 1998). Die
Expression von Kir3 Kanilen im Gehirn ist bereits mehrfach beschrieben (Lesage u. a. 1994; C.
Karschin u. a. 1996). Hier spielen sie eine wichtige Rolle als Zielstruktur fiir G-Protein vermittelte
Funktionen (A. Karschin 1999). Vertreter der Kir4 und Kir5 Familie sind im distalen Tubulus der
Niere und auf Astrozyten exprimiert (Lourdel u. a. 2002; Hibino u. a. 2004). In der Niere wird
ihnen eine Rolle bei der Riickresorption von Natrium zugeschrieben. Im zentralen Nervensystem
tragen sie dazu bei, das Kaliumgleichgewicht zwischen Intra- und Extrazellulirraum zu
regulieren (reviewed von Hibino u. a. 2010). Mitglieder der Kir6 Familie sind ATP-sensitive
Kaliumkanéle. Sie bilden funktionelle Oktamere, welche aus vier Kir6 Untereinheiten und vier
Beta Untereinheiten, den Sulfonylharnstoffrezeptoren (SURX), bestehen. In den Beta-Zellen des
Pankreas wird vornehmlich Kir6.2/SUR1 exprimiert. Eine Erhohung des Blutzuckergehaltes
bedingt die Erregung der Zellmembran. Hierdurch kann die Insulinfreisetzung reguliert werden

(reviewed von Ashcroft und Gribble 1999).

1.2.3. Tandemporen Kaliumkaniile

Die Tandemporen Kaliumkanile sind verantwortlich fiir die sogenannten Leck- oder
Hintergrundstrome und stabilisieren somit das Ruhemembranpotential von Zellen. Leckstrome
wurden bereits vor iiber 50 Jahren am Nerven beschrieben (Hodgkin und Huxley 1952). Ihr
molekulares Korrelat wurde jedoch erst 1995 mit dem Klonieren des ersten Tandemporen
Kaliumkanals identifiziert. Hierbei handelte es sich um TOKI1 aus der Hefe Saccharomyces
cerevisiae, ein Kanal der zwei Poren und acht Transmembrandoménen besitzt (Ketchum u. a.
1995; Reid u. a. 1996). Mit der Identifikation von TWIK1 wurde 1996 der erste Tandemporen
Kaliumkanal der Sdugetiere entdeckt. Dieser wies die typische 4TM/2P Struktur auf (Lesage u.
a. 1996). Bisher sind iiber 50 kodierende Gene fiir die 4TM/2P Untereinheiten bekannt. Die
Tandemporen Kaliumkanile lassen sich in sechs Subfamilien untergliedern. Neben den vier
Transmembrandoméinen (M1-M4) unterscheiden sich die Untereinheiten von den Alpha
Untereinheiten anderer Kaliumkanile durch eine zweite Pore (P1 und P2) (Abb. 4). 4TM/2P

Units dimerisieren um einen Kanal zu bilden.
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NI,

Abb. 4 Alpha Untereinheit eines Tandemporen Kaliumkanals (Abbildung aus Choe 2002)

Tandemporenkanile formen Homomere. Fiir TASK1/TASK3 konnte jedoch auch die Bildung
eines Heteromers nachgewiesen werden (Czirjdk und Enyedi 2002). Elektrophysiologisch zeigen
Tandemporenkanile ein Verhalten welches als offene Gleichrichtung oder auch Goldman-
Hodgin-Katz-Rectification bezeichnet wird. Die Kanidle werden durch eine Vielzahl von
Faktoren moduliert wie beispielsweise pH (Duprat u. a. 1997), Temperatur (Kang, Choe, und
Kim 2005) oder ungesittigte Fettsduren (Honoré u. a. 2002). Auch Pharmaka wie volatile
Anisthetika beeinflussen die Kanile (Patel u. a. 1999; Sirois u. a. 2000). Die physiologische
Rolle der Tandemporen Kanile ist Gegenstand aktueller Forschung. Mit Hilfe von Knockout
Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass TASK1 und TASK3 Kanile an der Regulation der
Aldosteronsekretion in der Nebennierenrinde beteiligt sind (Davies u. a. 2008). Weiterhin
vermitteln TASK1 und TASK3 die durch volatile Anisthetika hervorgerufene Hypnose und
Immobilisation (Meuth u. a. 2003). TASK1, TASK3 und TREK1 sind auf den
Hinterwurzelganglien des Riickenmarkes exprimiert, wo sie eine Rolle bei der Wahrnehmung
von Schmerz und Temperatur einnehmen (Kang, Choe, und Kim 2005; Cooper, Johnson, und

Rau 2004).

1.3. Kaliumkanéile wund ihr Einfluss auf die Proliferation von neuronalen
Progenitorzellen

Kaliumkanile sind interessante molekulare Kandidaten zur Beeinflussung der Proliferation
neuronaler Stammzellen, da sie wichtige Komponenten von Signaltransduktionskaskaden fast
aller Sdugetierzellen sind. Die Moglichkeit zahlreiche zellbiologische Prozesse zu steuern beruht
u.a. auf der hohen Diversitit der Kanile. Dartiber hinaus erhoht die Bildung von Heteromeren
und die Moglichkeit, sich mit Beta Untereinheiten zusammen zu lagern die Variabilitit der
Kanile. Alternatives Spleilen und posttranslationale Modifikation z.B. durch Phosphorylierung

oder Ubiquitinierung erweitern die Eigenschaften der Kanile (reviewed von Wulff, Castle, und
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Pardo 2009). Die Expression von Kaliumkanilen zeigt eine breite riumliche Heterogenitit. Der
Kaliumkanal Kv1.5 beispielsweise wird im Herz allein in den Myozyten des Atriums exprimiert,
nicht jedoch im Ventrikel. Somit stellt er einen interessanten Angriffspunkt fiir Antiarrhytmika
ohne (Neben)wirkungen am Ventrikel dar (Blaauw u. a. 2004). Auch zeitlich ist die Expression
der Kanile unterschiedlich reguliert. So beschreiben Furlan u.a., dass im Laufe der Entwicklung
des Riickenmarks der Maus, spezielle Kaliumkanile zu bestimmten Entwicklungszeitpunkten
exprimiert werden (Furlan u. a. 2005). Es gibt immer mehr Publikationen, welche den
essentiellen Einfluss von Kaliumkanilen auf die Zellproliferation und —differenzierung belegen.
Anfang der 70er Jahre stellte Larence D. Cone, Jr eine Theorie vor, welche besagte, dass
Unterschiede in Ionenkonzentrationen und die damit einhergehenden
Membranpotentialdifferenzen die Regulation von DNA Synthese und somit der Mitose von
Zellen beeinflussen (Cone 1971). DeCoursey u.a. konnten 1984 erstmals einen Zusammenhang
zwischen der Aktivitdt von Kaliumkanilen und der Proliferation von Zellen demonstrieren. So
konnten Zellen, welche zuvor durch das Mitogen Phytohaemagglutinin (PHA) stimuliert wurden
durch klassische Kaliumkanalblocker in der Proliferation gehemmt werden (DeCoursey u. a.
1984). Seither gibt es immer mehr Belege, dass Zellwachstum und —reifung durch Kaliumkanéle
beeinflusst werden (MacFarlane und Sontheimer 2000; Gallo u. a. 1996). Von besonderer
Wichtigkeit sind die Kaliumkanéle an Checkpunkten des Zellzyklus (Wonderlin und Strobl
1996). Fiir die G2/M Transition beispielsweise konnte eine erhohte Aktivitit der EAG Kanile
gezeigt werden (Pardo u. a. 1998). Es gibt bereits erste Arbeiten, welche den Einfluss von
Kaliumkanilen auf die Neurogenese beschreiben. Am umfassendsten haben dies Yasuda u.a.
beschrieben, welche sowohl Kv- als auch Kir-Kanile untersucht haben. Hierbei beschrieben sie,
dass die Kir-Kanile notwendig fiir den Erhalt des Ruhemembranpotentials muriner NPCs sind.
Die Blockade der Kanile mit Barium konnte dariiber hinaus eine Proliferation der Zellen
bewirken (Yasuda u.a. 2007). Weiterhin zeigte sich, dass die Differenzierung von NPCs in
Neuroblasten in der SVZ von Miusen mit einer Anderung des Ruhemembranpotentials sowie

der Herabregulation der Kir-Kanal Expression einhergeht (Yasuda u.a. 2008).
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2. Aufgabenstellung

Der Einsatz von NPCs ist eine vielversprechende Therapiemoglichkeit fiir neurodegenerative
Erkrankungen, Multiple Sklerose oder Schlaganfall (Pluchino u.a. 2003, Hofstetter u.a. 2005).
Die genauen Mechanismen, durch welche Membranpotential und Ionenkanile die Proliferation
von Vorlduferzellen regulieren sind heute jedoch nur in Ansdtzen bekannt. Die Expression
ausgewihlter Kaliumkanile auf neuronalen Vorlduferzellen ist bereits in vitro (Liebau u. a. 2006)
sowie in vivo (Yasuda, Bartlett, und Adams 2008) beschrieben. Auch der Einfluss von
Kaliumkanélen auf die Proliferation von NPCs ist bereits untersucht worden (Yasuda, Bartlett,
und Adams 2008). Eine detaillierte Analyse der Kaliumkanalexpression sowie eine
Funktionsanalyse auf murinen NPCs existiert jedoch aktuell noch nicht.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die bereits vorliegenden Daten zu verifizieren und zu erweitern.
Hierzu wurde die Expression von spannungsabhingigen, einwirtsgleichrichtenden und
Tandemporen Kaliumkanilen in der adulten murinen SVZ sowie in vitro im Neurosphirenassay
mit Genexpressions- und immunhistochemischen Studien untersucht. Es zeigte sich eine
heterogene Expression der Kanile, so dass Kandidatenkanile selektiert wurden, um diese weiter

hinsichtlich ihrer Rolle fiir die Proliferation der neuronalen Vorlduferzellen zu beschreiben.

Daraus leiten sich mehrere Fragestellungen ab, die im Rahmen dieser Doktorarbeit experimentell

gepriift werden sollen.

Welche Kaliumkandle werden in der murinen SVZ exprimiert?
Lassen sich dhnliche Expressionsmuster in vitro (Neurosphdren) nachweisen?

Welchen Einfluss haben ausgewdhlte Kaliumkandle auf die Proliferation der NPCs in vitro?

b=

Welche weiteren Faktoren beeinflussen die Neurogenese in der SVZ und im

Neurosphdrenassay?
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Gerite und Verbrauchsgegenstinde

Bio Photometer Eppendorf
Blot System Trans-Blot® Bio Rad
Chirurgische Einmalskalpelle Braun
Einmalpipetten Eppendorf
Einmal-Injektions-Kaniile 17,24 G x 1 Braun
Eismaschine AF-80 Scotsman
Elektrophoresesystem Bio Rad

Falcon konisches Rohrchen (15 ml, 50 ml)

BD Bioscience

Falcon Rundbodenrohrchen (14 ml)

BD Bioscience

Filtereinheit, gebrauchsfertig, 0,2 um Whatman
Fluoreszenzmikroskop DM-RA2 Leica

Fotopapier Kodak

Gel Blotting Papier GB00S5 Whatman
Heizblock VMS-A VWR International
Kryorohrchen Sarstedt

Kryostat HM 560 Cryo Star ThremoScientific
Latex Untersuchungshandschuhe, puderfrei Charité

Light Cycler ® Roche

Neubauer Zihlkammer Roth
Nitrozellulosemembran Roth
Nukleofektionsgerit Nucleofector® II Amaxa

Parafilm Brand/Merz & Co
Pasteuripette, Glas Roth
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pH-Meter (pH 100) VWR International
Pipettenspitzen Sarstedt
Priéparationsmikroskop Leica Zoom 2000TM Leica

Protein LoBind Tube 0,5 ml, 2 ml Eppendorf
Reagenzglasschiittler REAX Control Heidolph

Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml Bioscience

Spritzen 1, 2, 5, 10, 20, 50 ml Bioscience

Sayk Kammer AnToMe Gmbh

Sterilbank: Biowizard Typ KR 130 BW Kojair Tech Oy

Vaccu-Hand Control Vacuubrand GmbH + Co. KG
Vacuum Pumpsystem BVC 21 Vacuubrand GmbH + Co. KG
Wage Competence CP225D Sartorius

Wasserbad SW 22 Julabo Labortechnik

Zellkulturflaschen ,,ultra low attachment* 75cm?  Corning

Zellkulturplatten ,, ultra low attachment Corning

6 well

Zellinkubator MCO-18AUV Sanyo Electric Co
Zellkulturplatte, 24 well BD Bioscience
Zentrifuge Universal 32R Hettich Zentrifugen

3.1.2. Chemikalien

Agitoxin-2 Alomone Labs
Ammoniumnickelsulfat Sigma
Avidin-Biotin Komplex (Elite ABC) Vector Laboratories
B27 Supplement w/o Retinsédure Invitrogen (Gibco)

Bicinchoninic acid assay (BCA Proteinassay) Pierce, Thermo-Scientific, Perbio Science

Borate Puffer Sigma
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Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma
5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) Sigma
Bromphenolblau Sigma
Western Blotting Luminolreagenz: Santa Cruz
sc-2048

Cystein Sigma
3,3"-Diaminobenzindin (DAB) Sigma
Dimethylsuloxid (DMSO) Sigma
RNase free DNase set Qiagen

Essential balanced salt solution (EBSS)

Invitrogen (Gibco)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma

EGF

Invitrogen (Gibco)

FGF2

Invitrogen (Gibco)

Elite A (Avidin)

Vector Laboratories

Elite B (Biotinylierte Peroxidase)

Vector Laboratories

Ethanol Baker
FluorSave ™ Reagent Mounting Medium Calbioch
Entellan Merck
Formalinlosung (10%) Sigma
Fotales Kilberserum (FKS) Lonza
Glycin Sigma
Gycerol Sigma
HEPES Biochrom AG
Hexan Roth
Imidazol Sigma
Isofluran Abbot
Isopropanol Roth
Kaleidoskop-Proteinmarker Bio-Rad
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Ketamin Bela-Pharm
Glibenclamid Sigma

L-Glutamin Biochrom AG
Lysepuffer fiir Western Blot New England Biolabs
Methanol Sigma
2-Mercaptoethanol Merck

Milchpulver Roth

Mini Protease Inhibitor Cocktail New England Biolabs

Moloney murine leukemia virus reverse Promega
transcriptase M-MLV

NaCl Sigma
Natriumazid Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma
Neurobasal A Medium (NBMA) Invitrogen (Gibco)
Nitrozellulosemembran Roth

Normal Donkey Serum Sigma
Normal Goat Serum Sigma
Ovomukoid Biozol

Papain Worthington
Paraformaldehyd (PFA) Sigma
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung Invitrogen
(PBS w/o)

Poly-L-Lysin Biochrom AG
Salzsdure Sigma
Spermine Sigma
Sucrose Sigma

TEMED Roth
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Tertiapin Alomone Labs

Triton X-100 Sigma

Trizol Gibco BRL

Tris-base Sigma

Tris — Hydrochlorid Roth

Tween 20 Sigma

Tryptan — blue 0,5 % Euroclone

VECTASHIELD® Mounting Medium with Vectashield

DAPI

Wasserstoffperoxid 30% Merck

Xylazinhydrochlorid 2% Bayer

Xylol Baker

3.1.3. Medien und Ansiitze
3.1.3.1.  Zellkultur

Zellkulturmedium NBMA Medium 48,5 ml
Glutamin 0,5 ml
B 27 ohne Retinol 1,0 ml

Zellkulturmedium + EGF 20 ng/ml

mit Wachstumsfaktoren + FGF-2 10 ng/ml

Papain-DNase-Losung Papain 23,5 mg
Cystein 4,5 mg
EDTA 4,5 mg
EBSS In 25 ml EBSS
30 min Dbeliiften, dann
Zugabe von:
0,1 % DNase 0,25 ml

Ovomukoidlosung Ovomukoid 10 mg

In 14 ml Zellkulturmedium
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3.1.3.2. Féarbungen

Primérantikorperlosung

Normal Goat/Donkey Serum 1 ml

Triton X-100 30 ul
In 10 ml PBS
Sekundirantikorperlosung BSA 400 mg
(PBS-A) In 40 ml PBS
Avidin-Biotin Komplex PBS-A Sml
Elite A Sul
Elite B Sul
DAB-Losung DAB 50 mg/ml in H,O 25 ul
Tris-Puffer 1 M 125 ul
Imidazol 1 M 25 ul
In 2,5 ml H,O
Borate Puffer, pH 8,5 Boratex 38,1¢g
In 1 1H,0
3.1.3.2. Western Blot
Lysepuffer 20 mM Tris-HCI (pH 7.5)
150 mM NaCl
1 mM Na,EDTA
1 mM EGTA
1% Triton
2,5 mM Natriumpyrophosphat
1 mM B-Glycerophosphat
1 mM Na3VO4
1 pg/ml Leupeptin
supplementiert mit Mini
Protease Inhibitor Cocktail und
I mM
Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)
Probenpuffer 0,652 M Tris-HCL, pH 6,8 2 ml
SDS-Losung 10 % 1 ml
Glycerol 2 ml
Aqua bi-dest 39ml
Bromphenolblau 0,8 % 100 ul
B-Mercaptoethanol 1 ml
5x Laufpuffer Glycin 140 g
(5x Lammli) Tris-Base 30g
SDS 5¢g

ad 11 Aqua bidest
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TBST 0,05 % Tween 20 1 ml
1 M Tris-HCL pH 8 20 ml
5 M NaCl 60 ml
Ad 21 Aqua bidest
Trenngel 30 % Acrylamid / 2,4 ml
12 % Acrylamidkonzentration 0,8 % Bisacrylamid
1,88 M Tris-HCI pH 8,8 1,2 ml
0,5 % SDS 1,2 ml
Aqua bidest 1,2 ml
TEMED Sul
10% Ammoniumpersulfat — Lsg. 30 ul
Sammelgel 30% Acrylamid / 0,33 ml
5% 0,8 % Bisacrylamid
0,625 M Tris/HCI pH 6,8 0,4 ml
0,5 % SDS 0,4 ml
Aqua bidest 0,87 ml
TEMED 2 ul
10% Ammoniumpersulfat — Lsg. 10 ul
Transferpuffer IxLammli 160 ml
Methanol 40 ml
3.1.4. Antikorper
3.14.1. Primirantikorper

(Konzentrationsangaben fiir die Fluoreszenzfirbung)

Aktin [1:1000] goat

Santa Cruz Biotechnology

BrdU [1:500] rat

AbD Serotec

DCX [1:500] rabbit/goat

Santa Cruz Biotechnology

GFAP [1:200] rabbit

Dako

Kirl.1 [1:100] rabbit

Alomone

Kir2.1 [1:250] rabbit

(Priiss u. a. 2005)

Kir2.2 [1:100] rabbit

(Priiss u. a. 2005)

Kir2.3 [1:100] rabbit

(Priiss u. a. 2005)

Kir2.4 [1:1000] rabbit

(Priiss u. a. 2005)

Kir3.1 [1:500] rabbit

(Eulitz u.a. 2007a)

Kir3.2 [1:200] rabbit

(Eulitz u.a. 2007a)




Material und Methoden - 27 -

Kir4.1 [1:1000] rabbit

Chemicon

Kir4.2 [1:50] rabbit

Alomone

Kir5.1 [1:100] rabbit

provided by Dr. Veh

Kir6.1 [1:700] rabbit

(Thomzig u. a. 2005)

Kir6.2 [1:100] rabbit

(Thomzig u. a. 2005)

Kir7.1 [1:2000] rabbit

(Derst u. a. 2001a)

Kv1.1 [1:1000] rabbit

(Veh u. a. 1995)

Kv1.4 [1:100] rabbit

(Veh u. a. 1995)

Kv1.5 [1:150] rabbit

generously provided by Prof. H.G. Knaus,
(Koschak u. a. 1998)

Kv1.6 [1:500] mouse NeuroMab
Kv2.1[1:100] rabbit Sigma
Kv4.2 [1:500] rabbit NeuroMab
Kv4.3 [1:500] rabbit NeuroMab
Nestin [1:200] rat Chemicon
RIP [1:5000] mouse Chemicon
TASKI1 [1:100] rabbit Alomone

TASK3 [1:100] goat

Santa Cruz Biotechnology

TWIKI1 [1:200] rabbit

Santa Cruz Biotechnology

TWIK2 [1:100] rabbit

Alomone

TREKI1 [1:1000] goat

Santa Cruz Biotechnology

TREK?2 [1:500] rabbit

Santa Cruz Biotechnology

TRAAK [1:250] goat

Santa Cruz Biotechnology

3.14.2. Sekundirantikorper

Alexa Fluor goat a-rabbit 488 IgG [1:500]

Invitrogen

Alexa Fluor goat a-rat 488 IgG [1:500]

Molecular Probes

Alexa Fluor donkey a-rabbit 594 1gG [1:500]

Invitrogen
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Alexa Fluor donkey a-goat 594 IgG [1:500] Molecular Probes

Alexa Fluor donkey a-mouse 594 1gG [1:500] Invitrogen

Donkey a-goat IgG HRP-konjugiert [1:10000] GE Healthcare

Goat a-mouse IgG HRP-konjugiert [1:5000] Santa Cruz

Donkey a-rabbit I[gG HRP-konjugierte [1:1000] Cell Signaling

Biotinylierter goat a-rabbit IgG [1:2000] Vector Laboratories
3.1.5. Kits
GeneChip Mouse Genome 430A Affymetrix

2.0 oligonucleotide microarray

BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce

3.2. Methoden
3.2.1. Der Inzuchtstamm C57BL/6

Der Inzuchtstamm C57BL/6 wurde 1921 von C.C. Little durch Paarung von Tieren aus Abby
Lathrops Zucht entwickelt. Die in unseren Experimenten verwendeten Tiere stammen von
Charles River, Bad Konigshofen. Sie wurden in den Tierstillen des Instituts fiir experimentelle
Neurologie der Charité Universititsmedizin nach den Richtlinien fiir Versuchstiere gehalten. Fiir
Experimente dieser Doktorarbeit wurden 8-10 Wochen alte, ménnliche C57Bl/6 Miuse

verwendet.

3.2.2. Isolation der neuronalen Vorlauferzellen aus der murinen SVZ

Die Isolation, Kultivierung und Differenzierung der Progenitorzellen erfolgte nach dem
Protokoll von Galli u.a. (Galli, Gritti, und Vescovi 2008). Die murinen NPCs wurden aus der
subventrikuldaren Zone, welche sich in der lateralen Wand der Seitenventrikel befindet, isoliert.

Pro Ansatz wurden 3-5 Miuse verwendet. Diese wurden mit Isofluran anisthesiert und
dekapitiert. Das Gehirn wurde aus der Kalotte préapariert und zweimal in eiskaltem 1 x PBS
gespiilt. Hiernach wurde eine diinne Schicht um die Seitenventrikel préipariert, welche die SVZ
beinhaltete. Diese wurde in kleine Stiicke geschnitten und in ein Falcon-Rohrchen mit der
Papain-DNase-Losung iiberfiihrt. Darin wurden die Stiicke fiir 30 min bei 37 °C im Wasserbad

enzymatisch verdaut. Das weitere Vorgehen beinhaltete die dreimalige mechanische Dissoziation
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der Gewebestiicke. Zuniichst wurden diese fiir 10 min bei 100 g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die verbliebenen Zellen wurden in 3 ml Ovomukoidlosung resuspendiert und durch
eine im Bunsenbrenner abgerundete Pasteurpipette aus Glas zum ersten Mal mechanisch
dissoziiert. Hiernach erfolgte die erneute Zentrifugation der Gewebestiicke fiir 10 min bei 100 g.
Nach Absaugen des Uberstandes unter Belassen von 500 ul konnte das Pellet mit einer 200 ul
Eppendorfpipette zum zweiten Mal mechanisch dissoziiert werden. Im letzten Schritt wurden die
Zellen nach Zugabe von 5 ml Zellkulturmedium bei 15 g fiir 15 min pelletiert. Der Uberstand
wurde erneut verworfen und die Zellen in Zellkulturmedium mit Wachstumsfaktoren
resuspendiert. Nun konnte die Zellsuspension in einer Dichte von 3,5 x 103 Zellen in 2 ml
Medium mit Wachstumsfaktoren pro well ausgesit werden. Es wurden ultra low attachment 6-
well Platten verwendet um ein Anheften der Zellen an die Platten zu verhindern. Die Zellen

wurden dann bei 37 °C und 5 % CO, Luftgehalt inkubiert.

3.2.3. Subkultivierung der Neurosphiren

Um neuronale Vorlduferzellen iiber mehrere Generationen zu kultivieren, wurde serumfreies
Medium mit den Wachstumsfaktoren EGF und FGF, ultra low attachment flasks und eine
geringe Zelldichte in den wells verwendet. Unter diesen Bedingungen proliferieren die
neuronalen Vorlduferzellen unter Bildung von Neurosphiren, wohingegen differenzierte Zellen
sterben. Im Rahmen der Passagen wurden die Neurosphdren mechanisch dissoziiert, wodurch
sich der Zellverband auflost. Durch erneute Kultivierung der Zellen entstanden dann neue
Generationen von Neurosphiren mit einer erhohten Anzahl von NPCs. Der Abstand zwischen
den Passagen betrug 7 Tage. Zum Zeitpunkt der Passage lag die GroBe der Sphédren zwischen
100 pm und 300 pm.

Zur Passage der Zellen wurden diese zunichst in ein Falconrohrchen aufgenommen und bei 100
g fiir 10 min pelletiert. Der Uberstand wurde bis auf einen ca. 250 ul groBen Rest verworfen und
die Zellen mit einer 200 ul Eppendorf Pipette mechanisch dissoziiert. Nach Bestimmen der
Zellzahl sowie Identifikation toter Zellen mit Hilfe von Tryptan in der Neubauer Zihlkammer
wurden die Zellen in einer Dichte von 3,5 x 103 Zellen in 2 ml Medium mit Wachstumsfaktoren
pro well ausplattiert. Die Zellen wurden dann bei 37 °C und 5 % CO, Luftgehalt inkubiert. Am
Tag 4 nach der Passage wurden 0,7 ml Medium mit Wachstumsfaktoren pro well zu den Zellen

gegeben. Die Experimente wurden mit Neurosphiren der Passage 3-4 durchgefiihrt.
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3.2.4. Differenzierungsassay

Aufgrund der Multipotenz der Stammzellen konnen sich diese unter geeigneten Bedingungen in
Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten differenzieren. In den Experimenten dieser Arbeit
wurde die Differenzierung durch ein Uberfithren der Zellen auf eine haftende Unterlage sowie
den Entzug von Wachstumsfaktoren induziert. Der Entzug der Wachstumsfaktoren erfolgte
sukzessiv, um ein frithzeitiges Sterben der Zellen zu verhindern.

Um adhirente Bedingung fiir die Differenzierung zu gewéhrleisten, wurden Glaspléttchen mit
einem Durchmesser von 12 mm in eine 24 well Zellkulturplatte gegeben. Dort wurden sie fiir 2h
bei Raumtemperatur (RT) mit 500 ul 5 % Poly-L-Lysin beschichtet, danach 3 Mal mit 1 x PBS
gewaschen und schlieBlich mit 500 ul Medium bedeckt. Die Neurosphiren wurden in ein
Falcontube iiberfiihrt, fiir 10 min bei 100 g zentrifugiert und das Medium bis zu einem Uberstand
von ca. 250 ul abgesaugt. Hiernach wurden die Neurosphiren mit einer 200 ul Eppendorfpipette
dissoziiert. Die Zellen wurden in der Neubauer Zihlkammer gezihlt und in einer Dichte von
20.000 Zellen in 150 pl Medium pro well auf die Glasplittchen gegeben. Die Konzentration von
EGF und FGF-2 betrug fiir 4 Tage 1/5 der Aufgangskonzentration, nach 4 Tagen wurde das
Medium durch wachstumsfaktorfreies Medium ersetzt. Die Zellen wurden an Tag 4 oder an Tag
7 mit 4 % PFA in PBS fiir 12 min fixiert und dann 2 Mal mit 1 x PBS gewaschen. Hiernach

konnten sie immunhistochemisch behandelt werden.
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Abb. 5 zeigt schematisch die Isolation und Kultivierung/Subkultivierung neuronaler Progenitorzellen. Die
Zellen differenzieren in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren und auf einer adhédrenten Unterlage in
Astrozyten, Neurone und Oligodendrozyten. Modifiziert nach Chojnacki u.a. (Chojnacki, Mak, und Weiss
2009).

3.2.5. Proliferationsassay

Die Proliferationrate der Zellen unter dem Einfluss verschiedener Kaliumkanalblocker wurde
mittels BrdU-Assay bestimmt. BrdU ist ein chemisches Analog des Thymidins und wird
wihrend der S-Phase des Zellzyklus in neugebildete DNA eingebaut. Somit dient es als Marker
fiir proliferierende Zellen.

Zundchst wurden die Zellen mit 20 uM BrdU fiir eine Stunde inkubiert. Hiernach wurde der
BrdU-haltige Mediumiiberstand verworfen und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. In
der Sayk-Kammer wurden die im Medium schwebenden Neurosphidren auf einen Objektriger
gebracht. Hierzu wurden die Neurosphédren zunéchst in ein Falconrohrchen transferiert und fiir
10 min bei 100 g zentrifugiert. Das iiberschiissige Medium wurde entfernt, jedoch so viel
belassen, dass pro Sayk-Kammer 700 ul Medium mit 10.000 Zellen eingefiillt werden konnte. In
der Sayk-Kammer wurde mit Hilfe eines Filterpapiers das Medium aufgesogen, die Zellen

hingegen verbleiben als Sediment auf dem Objekttriger. Nun erfolgten drei Waschschritte mit
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PBS. Daraufhin wurden die Zellen fiir 20 min mit 4 % PFA auf dem Objekttriger fixiert.
Hiernach wurde das PFA durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt.

Zur Darstellung des BrdUs wurden die Objektriager zundchst fiir 30 min mit 2 M Salzsédure
behandelt um die DNA zu denaturieren. Nach Entfernen der Salzsdaure wurden die Objekttriager
drei Mal mit Boratpuffer und hiernach drei Mal mit PBS gewaschen. Nach einer 30-miniitigen
Prédinkubation in der Primérantikorperlosung wurde der Anti-BrdU Erstantikorper fiir 36 h auf
den Objekttriger gegeben. Nach erneutem 3-fachem Waschen mit PBS und Pridinkubation in
PBS-A fiir eine Stunde konnte der Zweitantikorper hinzugegeben und fiir 12 h inkubiert werden.
Die Zellen auf dem Objekttriger wurden dann mit DAPI Medium fixiert und im
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Um die Proliferationsrate in % zu bestimmen wurde

folgende Formel verwendet:

Anzahl der proliferierenden Zellen (BrdU positv)

x 100

Proliferationsrate in % =
Anzahl der gesamten Zellen (DAPI positiv)

Die Kaliumkanalblocker wurden 24 h vor Zugabe von BrdU zu den Zellen hinzugegeben. Hierzu
wurden folgende finale Konzentrationen verwendet: 10 nM Spermine, 1 uM Glibenclamid, 20

nM Agitoxin, 200 nM Tertiapin.

Abb. 6 zeigt die Sayk Kammer. In der Sayk-Kammer wird mit Hilfe eines Filterpapiers das Medium

aufgesogen, die Zellen hingegen verbleiben als Sediment auf dem Objekttréiger.

3.2.6. Microarray Analyse

Mit Hilfe eines DNA-Microarray kann die mRNA einer Vielzahl von Genen simultan bestimmt

werden. Zundchst wird die mRNA in cDNA transkribiert. Die Detektion erfolgt dann iiber
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komplementidre Hybridisierung der mit Radioisotopen oder Fluoreszenzfarbstoffen markierten
cDNA mit den Sonden des DNA-Arrays.

Um die Genexpression der Kaliumkanile zu verschiedenen Differenzierungszeitpunkten zu
analysieren, wurden Zellen einer identischen Subkultur am 0. Tag (Neurosphéren) sowie nach 7
Tagen Differenzierung geerntet. Diese NPCs wurden dann pelletiert und die gesamte RNA wurde
mit Hilfe von Trizol aus dem Gewebe extrahiert. Die RNA aus drei verschiedenen
Versuchsansitzen wurde gepoolt. Insgesamt wurden dann 5 ug RNA fiir den GeneChip Mouse
Genome 430A 2.0 Oligonucleotide Microarray eingesetzt. Mit dem Chip kann das
Expressionsniveau von iiber 14.000 gut charakterisierten Mausgenen analysiert werden. Die
Markierung der RNA, Hybridisierung sowie die Berechnung der Geneexpressionslevel wurden
anhand des Herstellerprotokolls im Labor fiir funktionelle Genomforschung durchgefiihrt. Das

Experiment wurde von Kollegen im Labor fiir funktionelle Genomforschung durchgefiihrt.

3.2.7. Immunzytochemie

Das Prinzip der Immunzytochemie beruht auf der Verwendung von spezifischen Antikorpern.
Bei der hier verwendeten indirekten Immunzytochemie detektiert der Primirantikorper ein
bestimmtes Protein auf einer Zelle. Mit einem fluoreszenzgekoppelten Sekundirantikorper,
welcher gegen den Primérantikorper gerichtet ist, wird der Primérantikorper sichtbar gemacht.

Zundchst wurden die auf dem Objekttriger/Glasplittchen fixierten Zellen drei Mal mit PBS
gewaschen, gefolgt von einer 30—miniitigen Prdinkubation in der Primérantikorperlosung. Der
Primérantikorper wurde in der Primérantikorperlosung aufgenommen und iiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Objekttriger drei Mal mit PBS gewaschen und fiir 30
min mit PBS-A geblockt. Der ebenfalls in PBS-A geloste Sekundirantikorper wurde nun fiir 8 h
bei 4 °C hinzugegeben. Die Objekttrager wurden anschlieBend mit PBS gewaschen und im
Dunkeln mit Vectashield Mounting Medium mit DAPI eingebettet. Die Farbungen konnten unter
dem Fluoreszenz- oder Konfokalen Mikroskop bewertet werden. Als Negativkontrollen dienten

Fiarbungen, bei denen der Primérantikdrper weggelassen wurde.

3.2.8. Perfusionsfixation und Immunhistochemie

Die adulten Miuse wurden mit 0,6 mg/ml Xylazin und 3 mg/ml Ketamin intraperitoneal tief
anisthesiert und nach Verlust des Schmerzempfindens thorakotomiert. Nun wurde das rechte
Atrium inzisiert sowie der linke Ventrikel mit einer Spritze punktiert. Durch diese wurden die

Tiere zundchst mit 20 ml PBS und hiernach mit 20 ml 4 % Paraformaldehyd transkardial
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perfundiert. Die Hirne wurden entnommen und fiir weitere 24 h in 4 % PFA nachfixiert und
anschlieend in 30 % Succrose kryokonserviert. Nach Absinken der Hirne in der Succroseldsung
wurden sie bei -70 °C in Hexan Schock-Gefroren. Das gefrorene Gewebe konnte dann am
Kryostaten in 20 um groB3e Scheiben geschnitten werden, welche in 30 % Succrose aufbewahrt
wurden. Fiir die Immunhistochemie erfolgten Waschschritte, Prdinkubation sowie Behandlung
mit dem Primir- und Sekundirantikdrper wie im Protokoll fiir Immunzytochemie beschrieben.
Die Hirnschnitte schwebten hierbei frei in den wells von 24-well Platten. Die Schnitte wurden
anschlieBend mit FluorSave™ Mouting Medium auf einen Objekttriger gebracht und wurden
unter dem Fluoreszenz- oder Konfokalen Mikroskop befundet. Als Negativkontrollen dienten

auch hier Firbungen mit dem sekundiren Antikdrper ohne Verwendung des Primérantikorpers.

3.2.9. ABC-DAB/Ni-Firbung

Die Darstellung des Primérantikorpers erfolgt bei dieser Methode mit einem biotinylierten
Sekundirantikorper und dem Farbstoff DAB.

Zundchst wurden die Schnitte 3 Mal fiir 10 min in PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Priainkubation fiir 30 min in Primirantikorperlosung bei Raumtemperatur. Der Primirantikorper
wurde in der Primérantikorperlosung so verdiinnt, dass er, im Vergleich zur Fluoreszenzfirbung,
in der halben Konzentration vorlag. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Am nichsten
Tag wurden die Schnitte nach drei erneuten Waschschritten mit PBS 30 min in PBS-A blockiert.
Der biotinylierte Sekundérantikorper wurde ebenfalls in PBSA aufgenommen, zu den Schnitten
gegeben und fiir 8 h bei 4°C inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBS wurde der
Avidin-Biotin Komplex hinzugegeben, welcher fiir weitere 6 h inkubierte. Nach drei
Waschgingen mit PBS wurden die Schnitte fiir 15 min in 350 ul DAB-Losung und 0.3 %
Ammoniumnickelsulfat prainkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 0,015 % Wasserstoffperoxid
gestartet und je nach Fiarbeverhalten des Schnittes nach bis zu 3 Minuten durch Absaugen der
Losung und Zugabe von PBS gestoppt. Nachdem die Schnitte mit PBS gewaschen wurden,
konnten sie auf Objekttriger gebracht werden, wo sie an der Luft fiir ca. 30 min trockneten.
Hiernach erfolgte die Entwisserung der Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe und in
Xylol fiir 10 Minuten. Danach wurden die Schnitte mit Entellan® eingedeckt und unter dem

Lichmikroskop ausgewertet.
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3.2.10. Western Blot

3.2.10.1. Proteinisolierung
Die Neurosphidren wurden geerntet, in 1,5 ml groe Eppendorf-Gefilie iiberfiihrt und mit 500 pl
eiskaltem 1 x PBS gewaschen. Das PBS wurde bei 300 g fiir 5 min bei 4 °C abzentrifugiert und
die Zellen mit 200 pl Lysepuffer fiir 10 min auf Eis lysiert. Das Lysat wurde anschlieBend bei
21000 g fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand in neue EppendorfgefiBe aliquotiert.

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Aliquotes bei — 20 °C gelagert.

3.2.10.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Proben wurde mittels BCA Protein Assay bestimmt. In Rahmen der
Biuret Reaktion reagieren Proteine in alkalischer Losung mit Cu”* Tonen und es entsteht ein
farbiger Komplex. Die hierdurch hervorgerufene Absorptionsdnderung ist proportional zur
Proteinkonzentration.

Um das Mall der Farbreaktion zu quantifizieren wurde eine Eichkurve mit bovinem
Serumalbumin hergestellt. Hierzu wurde das Albumin in 8 verschiedenen Konzentrationen (2
mg/ml, 1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0 mg/ml) in eine
96 well Mikrotiterplatte gegeben. Das Proteinlysat wurde in geeigneter Verdiinnung mit 200 ul
Reagenz A+B des Herstellerkits versetzt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Am ELISA-
Photometer wurden nun die Extinktionen bei 550 nm gemessen. Die Konzentration der

Proteinprobe konnte dann anhand des Albuminstandards ermittelt werden.

3.2.10.3. SDS - Page

Die SDS-Page wird zur Trennung von Proteingemischen verwendet. Als Trennmedium dient ein
Polyacrylamidgel, welches sich in einer Elektrolytlosung befindet. Die Proteinproben werden
mit SDS (Natriumdodecylsulfat) behandelt, einem anionischen Tensid, welches die Eigenladung
der Proteine iiberdeckt, so dass diese eine einheitliche negative Ladung erhalten. An das Gel
wird eine elektrische Spannung angelegt, was die Wanderung der Proteine in Richtung Kathode
zur Folge hat. Das Gel wirkt nun wie ein Sieb — kleine Proteine wandern schneller als grofe.
Somit kénnen die Proteine anhand ihrer Grée getrennt werden.

Zunachst wurden die Proteinproben 1:1 mit dem Probenpuffer gemischt und fiir 3 min bei 95 °C
denaturiert. Danach wurden 20 pg Proteinprobe pro Laufreihe auf das 12%-ige Polyacrylamidgel
aufgetragen. Hierbei wurde die diskontinuierliche SDS-Page angewendet — die Proben wurden

im Sammelgel aufkonzentriert, die Trennung erfolgte im Trenngel. Die Proben wurden mittels
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Elektrophorese bei 120 V fiir 60 — 90 min in 1x Limmli Puffer getrennt. Die
Laufgeschwindigkeit konnte mittels eines Kaleidoskop Proteinmarkers iiberpriift werden. Dieser

diente spiter auch der Zuordnung der Gro3e der Proteine.

3.2.10.4. Blotten

Mit Hilfe des Western Blots konnen die zuvor in der SDS-PAGE getrennten Proteine durch
senkrechtes Anlegen einer elektrischen Spannung von dem Polyacrylamidgel auf eine Membran
tibertragen werden. Der Nachweis der Proteine erfolgt nun mit spezifischen Antikorpern.

Die Proteine wurden bei 200 mA fiir 45-60 min mittels Semidry-Verfahren auf die
Nitrozellulosemembran geblottet. Dafiir wurden Gel und Whatmann Blotting Papier in
Transferpuffer getridnkt und wie folgt von Anode zu Kathode geschichtet: 2 Lagen Whatmann
Blotting Papier, Gel, Membran, 2 Lagen Whatmann Blotting Papier. Nach dem Transfer wurde
die Membran drei Mal fiir 10 min mit TBST-Puffer gewaschen und dann mit 5%-igem
Milchpulver in TBST fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Der Primidrantikorper wurde
in 3% Milchpulver in TBST gelost und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag erfolgte
nach drei Waschschritten mit TBST die Zugabe des horseradish peroxidase (HRP) -konjugierten
Sekundirantikorper in 1% Milchpulver in TBST fiir 2h. Nachdem die Membran weitere drei
Male in TBST gewaschen wurde, konnte der Blot mithilfe des Chemilumineszenz Reagenz auf

einem Kodak-Fotofilm entwickelt werden. Die Belichtungszeit betrug 2-10 min.

3.2.11. Nukleofektion

Die Nukleofektion wurde nach dem Protokoll fiir murine neuronale Stammzellen des Herstellers
(Amaxa biosystems) durchgefiihrt. Bei der Nukleofektion wird durch einen elektrischen Impuls
eine reversible Porenbildung in der Zellmembran induziert. Hierdurch kann extrazellulire DNA
beispielsweise in Form von Plasmiden in die Zelle aufgenommen werden. Weiterhin werden fiir
jede Zelllinie optimierte Puffer verwendet um zum einen die Transfektionsrate zu erhohen aber
auch die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Zellen zu optimieren.

Zunichst wurden die cDNAs von Kir2.1 und Kir2.3 in den pEGFP-C1 Vektor geklont (Clontech,
Hamburg, Germany). Zur Transfektion des so gewonnenen Plasmids wurden die Neurosphiren
geerntet, fiir 10 min bei 100 g zentrifugiert und das iiberstehende Medium verworfen. Es wurden
4 x 10° Zellen zusammen mit Plasmid DNA (5,6 ug fiir Kir2.1 und 4,5 pg fiir Kir2.3) und 100 pl
Nukleofektionslosung des Herstellers in eine Amaxa zertifizierte Kiivette gegeben. Nun erfolgte

die Elektroporation im Nukleofectionsgerit mit dem Programm A-33. Hiernach konnten 3 x 10*
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Zellen in 2 ml Medium mit Wachstumsfaktoren pro well in den ultra low attachment

Kulturflasks ausgesiht und bei 37°C und 5% CO; kultiviert werden.
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4. Ergebnisse
4.1. Der Neurosphirenassay

Nach dem Protokoll von Galli u.a. (Galli, Gritti, und Vescovi 2008) gelang es, die NPCs iiber
mehrere Generationen zu kultivieren. Unter Verwendung der Wachstumsfaktoren FGF und EGF
proliferierten die NPCs und bildeten Neurosphédren (Abb. 7). Die Zellen der Sphiren zeigten
morphologisch keine neuronalen oder astrozytiren Charakteristika. Wie bereits von Reynold und
Weiss (Reynolds und Weiss 1992) beschrieben, waren in der immunzytochemischen
Charakterisierung die Mehrzahl der Zellen in der Sphire positiv fiir Nestin, einen Marker fiir
neuroepitheliale Stammzellen (Abb. 8 A). Ubereinstimmend mit der Annahme, dass die
neuronalen Progenitorzellen astrozytdren Ursprungs sind, war die Mehrzahl Nestin-positiver
Zellen auch immoreaktiv fiir GFAP (Abb. 8 B/C). Die gemeinsame Expression von GFAP und

Nestin als Zeichen fiir neuronale Vorlduferzellen wurde bereits in vitro von Yasuda u.a. (Yasuda,

Bartlett, und Adams 2008) und mehrfach in vivo beschrieben (Ming und Song 2005; Riquelme,
Drapeau, und Doetsch 2008).

Abb. 7 Die aus der subventrikuldren Zone isolierten neuronalen Vorlduferzellen proliferieren im

Neurosphérenassay und bilden primére Neurosphiren (A-E). Diese nehmen zunichst an GroBe zu (A-C)
um sich ab einer bestimmten Anzahl von Zellen (nach ca. 21 Zellteilungen) von der Unterlage zu 16sen

und frei im Medium zu schweben (D-E).

A |
GRAP
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Abb. 8 Die immunhistochemische Farbung der Zellen in den Neurosphidren zeigt, dass die Mehrzahl der

Zellen immunoreaktiv fiir Nestin (A) und GFAP (B) ist. VergroBBerung 1:100.

4.2. Der Differenzierungsassay

Die Zellen der Neurosphiren differenzieren sich bei Entzug der Wachstumsfaktoren sowie

Uberfiihrung auf eine haftende Unterlage. Nach vier Tagen der Differenzierung zeigte sich in der

immunzytochemischen Untersuchung folgendes Verhiltnis: GFAP/Nestin-positive Zellen 95%
(Abb. 9 A, Abb. 10), DCX-positive Zellen 2% (Abb. 9 B) sowie RIP-positive Zellen 1% (Abb 9
O).

Nestin

Abb. 9 Neuronale Stammzellen differenzieren sich in Nestin-positive Zellen (A), DCX-positive Zellen
(B) sowie RIP-positive Zellen (C). Die Zellen dieser Abbildung befinden sich am 4. Tag der
Differenzierung. A VergréBerung 1:100, B und C VergréBerung 1:400.

Abb. 10 GFAP-positive Zellen stellen in den ersten Tagen der Differenzierung die Mehrzahl von Zellen in
der Neurosphire dar (A-C). Vergroerung A und B 1:200, C 1:400.
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4.3. Kaliumkanalgenexpression der NPCs

Der Microarray wurde freundlicherweise durch Kollegen im Labor fiir funktionelle
Genomforschung durchgefiihrt. Um die Expression der Kaliumkanalgene der NPCs zu
untersuchen, wurde ein Microarray genutzt. Hierbei wurde mRNA verwendet, welche zum Einen
aus undifferenzierten Zellen der Neurosphidren und zum Anderen aus Zellen nach 7d
Differenzierung extrahiert wurde. Aufgrund der Heterogenitidt der Neurosphidren war die
Zellpopulation jedoch nicht homogen und so befanden sich auch post-mitotische Zellen sowie in
ihrem Differentierungspotential ~eingeschriankte Vorlduferzellen in der untersuchten
Zellpopulation. Im Microarray zeigten sich viele, jedoch nicht alle Kaliumkanalgene. Kir2.4,
Kir7.1 und TASK3 fehlten beispielsweise (Abb. 11). Einige Mitglieder der Kaliumkanalklassen
zeigten wiederum besonders hohe Transkriptionslevel wie Kir4.1, KCa2.2, TREK1, Kv4.2 und
Kv3.1 (Abb. 11).

7d
® TREKI
41500 p
eKipd(1
41000 P ¢ Kirs.1
L
e KCa22
Kv3.1
1400
eKv4.2
; e TWIK 1
®Kvy33
e Kvl.5
7.5/ eKCad.l
'KVS 1
0od
200 400 1000 1500

Abb. 11 Genexpression von Kaliumkandlen zu zwei verschiedenen Zeitpunkten der NPC-
Differenzierung (0 d und 7 d). Die X/Y-Achse zeigt die relative Haufigkeit der jeweiligen mRNA. Die
blauen Punkte repridsentieren die Abwesenheit der Kanal-mRNA, wéhrend die roten Punkten fiir die

Anwesenheit stehen.



Ergebnisse - 41 -

4.4. Immunhistochemische Untersuchung der Kaliumkanalexpression

Die immunhistochemische Untersuchung der Expression von Kaliumkandlen wurde zum Einen
an den Vorlduferzellen im Neurosphirenassay durchgefiihrt. Hier wurden Zellen nach 4 Tagen
Differenzierung genutzt. Zum Anderen wurde die Expression der Kandle in vivo an
Hirnschnitten, welche die Seitenventrikel beinhaltenen, analysiert. Neben der sich an der
lateralen Wand der Seitenventrikel befindlichen subventrikuldren Zone wurde die Expression
selektierter Kanile weiter entlang des RMS bis hin zum BO verfolgt (Abb. 12).

Die Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten Kaliumkandle wurde hauptsédchlich durch das
Vorhandensein spezifischer Antikorper bestimmt. So kamen neben einigen kommerziellen
Antikorpern auch durch kompetitiven ELISA, Western Blotting sowie immunhistochemische
Absorptionstests charakterisierte Antikorper zum Einsatz (Veh u. a. 1995; Priiss u. a. 2005;
Thomzig u. a. 2005).

Stiriatum

Abb. 12 Im sagittalen Schnitt durch das Maushirn lédsst sich der Weg der Neuroblasten vom Seitventrikel
iiber den Rostralen Migratorischen Stom zum Bulbus Olfactorius darstellen. Die Neuroblasten wurden
durch immunhistochemische Fiarbung von DCX dargestellt. cc-Corpus Callosum, LV-Seitenventrikel,

OB-Bulbus Olfaktorius, RMS-Rostraler Migratorischer Strom
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Tabelle 2 Ubersicht iiber die Expression der in dieser Arbeit immunhistochemisch untersuchten

Kaliumkanile in der subventrikulidren Zone sowie im Neurosphérenassay

Kanal SVZ Neurosphirenassay

DXC Nestin Subependym | DXC Nestin GFAP

Kvl.1 - - - - - -

Kvl4 - - - - - -

Kvl.5 - - - - - -

Kv1.6 + - - - - -

Kv4.2 - - + - - -

Kv4.3 - - - - - -

Kirl.1 - - - - - -

Kir2.1 - - - - - -

Kir2.2 - - - - - -

Kir2.3 - - - - - -

Kir2.4 + + + + + +

Kir3.1 - - - - - -

Kir3.2 - - + - - -

Kir4.1 - + + - + +

Kird.2 - - - - - -

Kirs.1 - - + - - -

Kir6.1 - +

+
+
+

Kir6.2 - -

Kir7.1 - -

TASK1 - -/+

TASK3 - -/+

TWIK1 - -

TWIK2 - -

TREK1 + -

e N R
1

TREK2 - -

TRAAK - -
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4.4.1. Kv-Kaliumkanaile

Obwohl im Microarray mehrere Kv-Kanalgene detektiert werden konnten (Abb. 11), waren nur
wenige Kv-Kanile mittels Immunhistochemie in der adulten SVZ detektierbar (Tabelle 2). In der
Gruppe der hier untersuchten spannungsgesteuerten Kaliumkanéle zeigten Kv1.6 sowie Kv4.2
Immunoreaktivitét in der subventrikuldren Zone.

So konnte Kv1.6 in der SVZ (Abb. 13 A) und dem proximalen Teil des RMS (Abb. 13 B) auf
DCX-positiven Zellen nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf des RMS zeigten diese Zellen
jedoch keine Immunoreaktivitit mehr fiir den Kanal (Abb. 13 C). Die Expression von Kv1.6
blieb auf DCX-positive Zellen beschrinkt (Abb. 13 A) und konnte nicht auf Nestin-positiven
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 13 B). Die Expression von Kv4.2 beschriinkte sich auf die
subependymalen Zellen entlang der Wand des Seitenventrikels (Abb. 14 A-C™).
Immunhistochemisch hob sich der Kanal deutlich von den DCX-positiven Neuroblasten ab,
welche in der subventrikuldren Zone angesiedelt sind (Abb. 14 B-C”"). Weder Kv4.3 (Abb. 15 A)
noch Kv1.2 (Abb. 16 A) lielen sich immunhistochemisch in der subventrikuldren Zone oder im
Neurosphirenassay nachweisen. Dennoch gelang es, die zerebrale Expression beider Kanéle im
selben Hirnschnitt nachzuweisen. So zeigte sich fiir Kv1.2 eine Expression auf kortikalen
Neuronen (Abb. 16 B), Kv4.3 konnte in der Raphe und im Kortex nachgewiesen werden (Abb.
15 B - C”). Somit diente fiir Kv4.3 und Kv2.1 derselbe Hirnschnitt als Positivkontrolle des
Antikorpers. Die Kanile Kv1.1, Kv1.4 und Kv1.5 konnten weder im Hirnschnitt noch in den

Neurosphiren detektiert werden.

Nestil

Abb. 13 Die Proteinexpression von Kv1.6 ldsst sich auf DCX-positiven Zellen der SVZ (A) sowie im
proximalen RMS (B) nachweisen, nicht jedoch im distalen RMS (C) VergroBerung A 1:200, VergroBerung
B und C 1:100.
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;: KV4%
Abb. 14 Der Kaliumkanal Kv4.2 konnte auf den subependymalen Zellen des Seitenventrikels
nachgewiesen werden (Abb. A-C), nicht jedoch auf DCX-positiven Zellen (Abb. B-C™"). VergroBerung A

und C-C* 1:200, VergroBerung B 1:100.

A

SVZ Kv4.3

Abb. 15 In der subventrikuldren Zone wird Kv4.3 nicht exprimiert (A/C). Im Kortex (B) sowie in der
Raphe ( C”) besteht jedoch eine starke Immunoreaktivitit. VergroBBerung A und B 1:100, C und C"1:200,

C”” 1:400.

A

SVZKvl.2

Abb. 16 Kv1.2 wird nicht in der SVZ exprimiert (A). Als Positivkontrolle dienten kortikale Neurone

desselben Hirnschnitts (B). Vergroerung A 1:200, B 1:400.
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4.4.2. Kir-Kaliumkanile

Die Expression von Kir-Kanilen auf den neuronalen Vorlduferzellen zeigte ein differenziertes
Muster. Viele der Kanile (Kirl.1, Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3, Kir3.1, Kir4.2, Kir6.2) konnten weder
in der SVZ noch in den Neurosphiren detektiert werden. Um falsch negative Ergebnisse zu
minimieren wurden zahlreiche Positivkontrollen durchgefiihrt. So konnten beispielsweise Kir2.1
und Kir2.3 weder in der SVZ noch in den Neurosphéren nachgewiesen werden (Abb. 17 A/ Abb.
18 A). Nach der Transfektion der Neurosphiren mit einem Plasmid zur Uberexpression von
Kir2.1 bzw. Kir2.3 Fusionsprotein mit GFP konnten die Kanile auf den NPCs detektiert werden
(Abb. 17 B/ Abb. 18 C). Dariiber hinaus diente, fiir ausgewihlte Kir-Kanile, der jeweilige
Hirnschnitt als interne Positivkontrolle. So zeigte sich eine Immunoreaktivitit fiir Kir2.3 auf
kortikalen Neuronen (Abb. 18 B), nicht jedoch auf den Zellen der SVZ (Abb. 18 A). Das
Expressionsmuster des Kanals Kir2.4 in den Neurosphiren entsprach dem Expressionsmuster in
der SVZ. In den Neurosphiren zeigte sich eine Expression auf den Nestin- und GFAP-positiven
Vorlduferzellen (Abb.19 D). Dariiber hinaus zeigten einige DCX-positive Zellen die Expression
des Kanals (Abb.19 E). In der SVZ war Kir2.4 ebenfalls auf den Nestin-positiven Zellen am
lateralen Rande des Seitenventrikels exprimiert (Abb.19 A). Auch DCX-positive Zellen wiesen
Kir2.4-Immunoreaktivitit auf, jedoch nicht alle (Abb.19 A/B). Die Westernblotanalyse mit
Neurosphiren der 3. Passage konnte Kir2.4 auf Proteinebene nachweisen (Abb. 19 C). Die
Kanile Kir6.1 und Kir4.1 zeigen ein dhnliches Expressionsmuster. In der SVZ waren die Kanile
auf subependymalen Zellen sowie Nestin- und GFAP- positiven Zellen exprimiert (Abb. 20 A/B
und Abb. 21 A/B), jedoch nicht auf den DCX-positiven Neuroblasten (Abb. 20 C und Abb. 21
C). Dieses Muster ldsst sich ebenfalls in den Neurosphiren bestétigen (Abb. 20 D/E und Abb. 21
D-F). Kir3.2 und Kir5.1 zeigen in der SVZ ein dhnliches Verteilungsmuster. Hier sind sie auf der
ependymalen Zellschicht zu finden, welche den Seitenventrikel auskleidet. Auf DCX-positiven
Zellen konnten die Kanile nicht detektiert werden (Abb. 22 A-C und Abb. 23 A/B). Kir7.1 wird
auf den ependymalen Zellen sowie den Zellen des Plexus Choroideus exprimiert, nicht jedoch

auf DCX-positiven Zellen (Abb. 24 A).
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Kir2.1-GFP

3

Cortex Kir2.1

Abb. 17 Kir2.1 wird weder in der SVZ noch auf neuronalen Stammzellen exprimiert. Uberexprimiert man

den Kanal jedoch (B) kann er detektiert werden. Auch im Kortex fand sich Immunoreaktivitit (A).

VergroBerung 400-fach. B 1:100.

; r p
A 3 B IR
L 4 - 0’

SVZ Kir2.3 v KorteRKi23 g ¥
Abb. 18 Es zeigt sich keine Expression von Kir2.3 in der subventrikulidren Zone (A). Als Positivkontrolle
dient im selben Schnitt der Kortex, wo sich Kir2.3 auf Neuronen detektieren ldsst (B). Nach erfolgreicher
Transfektion mit Kir2.3—GFP gelingt der Nachweis von Kir2.3 auf den NPCs (C/C”). Vergrofierung A und
B 1:200, C und C"1:400.
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Abb. 19 Kir2.4 ist in der SVZ sowohl auf subependymalen Zellen (B) als auch auf Neuroblasten
exprimiert (A). Auch im Western Blot konnte Kir2.4 auf Proteinebene nachgewiesen werden (C). Ein
dhnliches Verhalten zeigt sich in den Neurosphiren, wo der Kanal auf Nestin- und DCX-positiven Zellen

nachgewiesen werden konnte (D/E). VergroBerung A-B 1:200, VergroBerung D-E” 1:400.

Kir6. ]

Abb. 20 Kir 6.1 ist in der subventrikuldren Zone auf den subependymalen und GFAP-positiven Zellen
exprimiert, nicht jedoch auf DCX-positiven Neuroblasten (A-C). In den Neurosphiren zeigt sich ein
dhnliches Expressionsmuster: Kir6.1 ldsst sich auf GFAP- und Nestin-positiven Zellen nachweisen (D),
nicht jedoch auf den DCX-positiven neuronalen Vorldaufern (E).VergroBerung Abb. A/B/C 1:200, D-E
1:400.
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: Kird. 1
Nestin

Abb. 21 Kir 4.1 wird auf den ependymalen sowie GFAP-positiven Zellen der SVZ, nicht jedoch auf
DCX-positiven Zellen exprimiert (A-C). In den Neurosphédren wird der Kanal auf Nestin- und GFAP-
positiven Vorlduferzellen exprimiert (E/F). Auf DCX-positiven Zellen wurde der Kanal nicht detektiert
(D). VergroBerung A 1:100, B und C 1:200, D-F 1:400.

Abb. 22 Kir3.2 wird in der subventrikuldren Zone ausschlieBlich auf ependymalen Zellen exprimiert (A-
C). VergroBerung A 1:100, B-C 1:200.
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Abb. 23 Kir5.1 ist ein Kanal, welcher in der subventrikulidren Zone auf ependymalen Zellen exprimiert

wird. DCX-positive Zellen exprimieren den Kanal nicht (A/B).VergroBerung A 1:200, B 1:100.

e

Abb. 24 Kir7.1 zeigt eine starke Immunoreaktivitit auf ependymalen Zellen (A). Im Western Blot konnte
der Kanal ebenfalls nachgewiesen werden (B). Vergroferung A 1:100.

4.4.3. K2P-Kaliumkaniile

In der SVZ werden die K2P-Kanile insbesondere auf den subependymal gelegenen Zellen
exprimiert. TASK1 zeigt hieriiber hinaus ein interessantes Expressionsmuster. Neben der
Expression in der SVZ lisst sich der Kanal im RMS bis in den BO verfolgen (Abb. 25 D-QG).
Hier zeigte sich eine Kolokalisation von TASK1 mit GFAP-positiven Astrozyten (Abb. 25 B),
welche die DCX-positiven Neuroblasten sdiumen, welche entlang des RMS zum BO migrieren.
Dabei ist der Kanal strikt auf den GFAP —positiven Zellen vorhanden und nicht auf DCX-
positiven Zellen zu finden (Abb. 25 D-G). Auch in der Zellkultur wird er auf GFAP-positiven
Zellen exprimiert (Abb. 25 H). In der SVZ sowie in der Zellkultur findet sich dariiber hinaus
eine Lokalisation auf Nestin-positiven Zellen (Abb. 25 C/I). TREKI1 ist als einziger K2P-Kanal
sowohl auf den subependymalen Zellen als auch auf den DCX-positiven Zellen der

Ventrikelseitenwand exprimiert (Abb. 26 A/B). Auch in der Zellkultur ldsst er sich auf GFAP-
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und Nestin-positiven Zellen nachweisen (Abb. 26 C/D). TASK3 findet sich in der SVZ sowohl
auf Nestin-positiven Zellen als auch auf den subependymalen Zellen (Abb. 27 A/C). Auch in der
Zellkultur ist der Kanal auf den Nestin-positiven Vorldauferzellen lokalisiert (Abb. 27 F). Als
einziger K2P-Kanal wird er auf 7 Tage differenzierten Neuroblasten exprimiert (Abb. 27 D).
TWIK2 (Abb. 28 A), TREK2 (Abb. 28 C) sowie TWIK1 (Abb. 28 D) zeigten eine Expression
auf den subependymalen Zellen der SVZ, eine Expression in der Zellkultur konnte zu keinem

Zeitpunkt nachgewiesen werden. TRAAK konnte weder in der SVZ noch in der Zellklutur

detektiert werden.

Abb. 25 Die neuronalen Vorlduferzellen migrieren von der SVZ (A/D) iiber den RMS (E) in den BO (F)

wo sie sich radidr auffichern (G) und zu Interneuronen differenzieren. TASKI1 ist auf subependymalen
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Zellen und Nestin-positiven Zellen exprimiert (A/C/D), sowie auf den GFAP-positiven astrozytiren

Zellen, welche die Neuroblasten im RMS und BO umschlieen (E/F). Hierbei ist TASK1 strikt von DCX-

postiven Zellen getrennt. Ein dhnliches Bild zeigt sich auch in der Zellkultur: GFAP- sowie Nestin-
positive Zellen sind immunoreaktiv fiir TASK1 (H/T). VergroBerung A 1:100, C/E/F/G 1:200, B/D-I""
1:400

Abb. 26 In der SVZ ist TREK1 sowohl auf subependymalen Zellen als auch auf DCX-positiven Zellen
exprimiert. In den der Zellkultur zeigte sich der TREK1 kolokalisiert mit Nestin und GFAP. Vergroferung
A 1:100, B und D 1:200, C 1:400.

A
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D

TASK3

Nestin

Abb. 27 TASK3 ist in der SVZ auf den subependymalen Zellen und in der Neuroblastenzone exprimiert
(A). Hierbei ist der Kanal nicht auf DCX-positiven Zellen detektierbar (B). Vielmehr findet sich TASK3
auf Nestin-positiven Zellen in der SVZ (C). Auch in der Zellkultur findet sich TASK3 auf noch
undifferenzierten Neurosphiren (E), sowie den Nestin-positiven Vorlduferzellen (F). In den frithen DCX-
positiven Neuronen lie3 sich TASK3 ebenfalls nachweisen (D). VergroBerung A 1:100, B und C 1:200, D-
F 1:400.

G

TWIK™®

Abb. 28 TWIK2 (A/B), TREK?2 (C), TWIK1 (D) sind in der SVZ auf subependymalen Zellen exprimiert,
grenzen sich jedoch distinkt von den DCX-positiven Zellen ab. Vergréerung A/C/D 1:200, B 1:100,
A’und A”" 1:400.
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4.5. Proliferation - Pilotversuch

Um die Rate der proliferierenden Zellen zu bestimmen wurde der Proliferationsassay genutzt.
Hierbei markierte BrDU die sich in Teilung befindenden, also proliferierenden Zellen. Diese

wurden dann mit der durch DAPI markierten Gesamtzellzahl ins Verhéltnis gesetzt.

BrDU

Abb.29 BrDU markiert die sich in Teilung befindenden Zellen, DAPI als Marker fiir Zellkerne, markiert

die Gesamtzellzahl.

Zunachst wurden vier Kaliumkandle selektiert, welche in den vorangegangenen
Charakterisierungen in vitro sowie in vivo eine Expression auf den Vorlduferzellen zeigten. Um
den Einfluss dieser Kaliumkanile auf die Stammzellen zu untersuchen wurden die jeweiligen
Kaliumkanalblocker zu den proliferierenden Zellen gegeben und fiir eine Stunde inkubiert.
Hiernach wurden die Proliferationsraten berechnet. Insgesamt wurde dieses Experiment dreimal
durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um einen Pilotversuch, fiir aussagekriftige Ergebnisse
benotigt es mehrfache Wiederholungen.

Kir2.4 wurde durch den Kaliumkanalblocker Spermin blockiert. Der Kaliumkanalblocker
Glibenclamid wurde zur Blockade von Kir6.1 verwendet. Agitoxin inhibierte Kv1.6. Durch
Tertiapin konnte der Kaliumkanal Kir3.2 blockiert werden. Als Kontrolle dienten NPCs, welche
ohne Kaliumkanalblocker proliferierten.

Abbildung 30 zeigt die Proliferationsraten der NPCs unter dem Einfluss verschiedener
Kaliumkanalblocker. Es zeigt sich, dass die Proliferationsrate zwischen 10 % und 15 % lag. Es
lasst sich kein signifikanter Unterschied in den Proliferationsraten zwischen den
unterschiedlichen Kaliumkanalblockern erkennen. Es zeigt sich jedoch der Trend, dass die
Proliferation unter der Zugabe von Tertiapin gehemmt wird. Weiterhin zeigt sich (hier nicht

dargestellt), dass die Proliferationsraten zu unterschiedlichen Versuchstagen verschieden hoch
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waren. Dies kann verschiedene Ursachen haben wie beispielsweise Unterschiede in den
Konditionen des Proliferationsassays (geringe Abweichungen in der Konzentration der

Wachstumsfaktoren oder der Zusammensetzung des Nihrmediums).

Proliferation
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Abb. 30 zeigt die Proliferationsraten (Y-Achse) der NPCs unter dem Einfluss verschiedener

Kaliumkanalblocker (X-Achse) sowie der Kontrollgruppe, welcher kein Blocker zugesetzt wurde.
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5. Diskussion
5.1. Expression von Kaliumkanilen auf neuronalen Vorliuferzellen

In den Experimenten dieser Arbeit wurde die Expression von Kaliumkanilen aus drei groflen
Kaliumkanalklassen auf neuronalen Vorlduferzellen im Neurosphirenassay sowie in der SVZ
analysiert. Hierbei zeigte sich ein differenziertes Expressionsmuster. Basierend auf der
Kaliumkanalexpression lassen sich drei Zellgruppen unterscheiden. Zundchst lédsst sich
feststellen, dass die Nestin-positiven Vorlduferzellen der SVZ viele Kaliumkanile, insbesondere
die der Kir- und K2P-Familie, exprimieren. Zweitens exprimieren DCX-positive neuronale
Vorlauferzellen nur wenige Kaliumkanile wie beispielsweise Kv1.6 und Kir2.4. Letztlich lieBen
sich einige Kanéle an ganz spezifischen Orten nachweisen wie z.B. TASK1 auf den Astrozyten,

welche den RMS flankieren.

5.1.1. Kaliumkanal-mRNA Expression adulter neuronaler Vorliuferzellen

Es gibt bereits einige Studien, welche die mRNA Expression von Kaliumkanédlen der NPCs
verschiedener Spezies beschreiben. Diese sind weitgehend iibereinstimmend mit den Daten aus
dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Microarray. So konnte die mRNA Expression von Kv3.1 in
murinen mesencephalen NPCs detektiert werden (Liebau u. a. 2006). Die Kv3.1 und Kv3.3
mRNA Expression ist fiir NPCs des Neuralrohrs von embryonalen Ratten beschrieben (Cai u. a.
2004). Die mRNA von Kv4.2 sowie Kv1.6 konnte in NPCs von humanem fetalen Hirn detektiert
werden (Schaarschmidt u. a. 2009). Weiterhin konnte die mRNA von Kir4.1 in NPCs der adulten
murinen SVZ nachgewiesen werden (Yasuda, Bartlett, und Adams 2008). Die genannten Kanile
zeigen auch im Microarray dieser Arbeit eine hohe mRNA Expression (Abb. 10). Nicht jede
mRNA wird in ein funktionsfihiges Protein umgeschrieben. Dennoch zeigt sich zwischen den
Daten aus dem Microarray und der Expressionsanalyse auf Proteinebene eine weitgehende
Ubereinstimmung. Im Microarray fanden sich fiir TREK1 und TWIKI eine hohe relative
Haufigkeit, beide Kanéle finden sind auf subependymalen Zellen der SVZ, TREKI1 auch auf den
doublecortin-positiven Zellen der SVZ. Bei den Kir-Kanilen findet sich im Microarray eine hohe
relative Hiufigkeit fir Kir4d.1 und Kir5.1. Diese beiden Kanile finden sich ebenfalls auf
subependymalen Zellen der SVZ, Kir4.1 zusitzlich auf den Nestin-positiven Zellen der SVZ.

5.1.2. Expression von Kir-Kaliumkanilen auf Proteinebene

Von den in dieser Arbeit immunhistochemisch untersuchten Kir-Kanélen lielen sich einige in der

SVZ als auch im Neurosphidrenassay nachweisen (Tabelle 2). Es ist bekannt, dass das
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hyperpolarisierte Ruhemembranpotential der NPCs der SVZ auf eine hohe Kaliumleitfdhigkeit
zuriickzufithren  ist.  Diese  hohe  Kaliumleitfahigkeit ist auf  Ba2+-sensitive
einwirtsgleichrichtende Kaliumkanéle zuriickzufiihren (Yasuda, Bartlett, und Adams 2008).
Ubereinstimmend mit zuvor publizierter Literatur konnte Kir5.1 auf den Nestin-positiven
Vorlduferzellen der SVZ nachgewiesen werden (Yasuda, Bartlett, und Adams 2008). Yasuda u.a.
fanden dariiber hinaus die Expression von Kir4.1 auf GFAP/Nestin- und GFAP/GLAST-
positiven NPCs sowie auf ependymalen Zellen (Yasuda und Adams 2010). Auch in dieser Arbeit
konnte Kir4.1 auf subependymalen und Nestin-positiven Zellen nachgewiesen werden. Kir-
Kanile formen aus homomeren oder heteromeren Untereinheiten den Kaliumkanal. Kir4.1 spielt
eine wichtige Rolle in Gliazellen fiir das Kaliumgleichgewichtspotential und kann zusammen mit
Untereinheiten von Kir5.1 oder Kir2.1 heteromere Kanile bilden (Olsen und Sontheimer 2008).
Auch zeigt sich die Verteilung des Kanals nicht nur im Zellkorper der NPCs sondern auch bis hin
zu den Fortsidtzen, welche z.B. mit BlutgefiBen in Verbindung stehen. Dies unterstiitzt die These,
dass Kir4.1 in homomerer Form oder in heteromerer Assoziation mit Kir5.1 eine entscheidende
Rolle fiir die NPCs einnimmt. So konnte der Kanal den Zellen als Sensor fiir die
Kaliumkonzentration der Umwelt dienen und deren Anderung in Plasma oder Liquor mit
Anderungen im Membranpotential verkniipfen. Anderungen der Kaliumkonzentration z.B. im
Rahmen einer Ischimie, konnen so zu Anderungen im Membranpotential fithren, was wiederum
zu einer vermehrten Proliferation der Zellen fithren konnte (Yasuda und Adams 2010). Ein
besonderes Expressionsmuster zeigte Kir2.4. Der Kanal liel sich sowohl im Neurosphidrenassay
als auch in der SVZ auf Vorlduferzellen als auch Neuroblasten nachweisen. Fiir Kir2.4 ist eine
Expression auf Motorneuronzellen der Hirnnervenkerne des Hirnstamms beschrieben (T6pert u.
a. 1998), in der Arbeit von Priiss u.a. konnte eine weite Verbreitung von Kir2.4 auf den Neuronen
des Rattenhirns nachgewiesen werden. Auch hier fand sich der Kanal insbesondere auf den
Motoneuronen des Hirnstamms (Priiss u. a. 2005). Eine funktionelle Rolle wird dem Kanal
(zusammen mit anderen Kanilen der Kir2 Familie) in der Temporallappenepilepsie zugewiesen.
Hier wurde eine Hochregulation des Kanals auf den Kornerzellen am Ort der
Ammonshornsklerose gefunden. Dies konnte im Rahmen eines lokalen Adaptationsmechanismus
zu einer verminderten Erregbarkeitsschwelle fithren (Young u. a. 2009). Auch Kir6.1 zeigt ein
interessantes Expressionsprofil. So ist der Kanal auf Nestin-positiven Vorlduferzellen exprimiert,
nicht jedoch auf Neuroblasten. Somit scheint seine Proteinexpression im Laufe der Neurogenese
reguliert und ggf. von Wichtigkeit fiir diese zu sein. Ein Hinweis hierfiir gibt die Arbeit von Yang
u.a.. Hier wurde zunichst gezeigt, dass adulte NPCs des Hippocampus Kir6.1 exprimieren.

Durch Iptakalim, einem ATP-sensitivem Kaliumkanaloffner, konnte die adulte hippocampale
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Neurogenese durch das Offnen von Kir6.1 Kaliumkanilen angeregt werden (Yang u. a. 2012).
Ein sehr spezifisches Expressionsmuster konnte fiir Kir7.1 nachgewiesen werden. So fand sich
der Kanal allein auf ependymalen Zellen des Seitenventrikels. In einer Arbeit von Hasselblatt
u.a. wurde diese spezifische Expression weiter untersucht hinsichtlich der Nutzbarkeit als
diagnostischen Marker fiir Plexus Choroideus Tumore. So fand sich Kir7.1 auf normalem Plexus
choroideus, Plexus choroideus Papillomen und Plexus choroideus Karzinomen, nicht jedoch auf
100 anderen primidren Hirntumoren und Hirnmetastasen. Somit schligt die Arbeitsgruppe Kir7.1

als Marker fiir Plexus choroideus Karzinome vor (Hasselblatt u. a. 2006).

5.1.3. Expression von Kv-Kaliumkanilen auf Proteinebene

Ubereinstimmend mit der Arbeit von Yasuda u.a. zeigte sich auch in dieser Arbeit, dass die durch
Kv-Kanile vermittelten Ionenstrome durch eine geringe Anzahl von Kv-Kandlen vermittelt
werden (Tabelle 2). Bei Yasuda u.a. wie auch in dieser Arbeit konnten Kvl1.1, Kv1.4, Kvl.5,
Kv4.3 und Kv4.2 nicht auf adulten murinen NPCs nachgewiesen werden. Bei Yasuda u.a. fand
sich jedoch Kv3.1 (Yasuda, Bartlett, und Adams 2008). In dieser Arbeit zeigt Kv1.6 eine
Immunoreaktivitdt auf den DCX-positiven Zellen der SVZ und dem frithen RMS. Eine weitere
Untersuchung, ob der Kanal auch einen funktionellen Einfluss auf die Entwicklung der
Neuroblasten hat, erscheint interessant, auch unter dem Aspekt, dass er auf den Nestin-positiven
Zellen nicht detektiert werden konnte. Kv4.2 wurde in dieser Arbeit auf den subependymalen
Zellen der SVZ exprimiert. Die Expression von Kv4.2 ist durch Schaarschmidt u.a. auf
embryonalen humanen NPCs beschrieben, wo der Kanal fiir die Kv-Strome verantwortlich ist
(Schaarschmidt u. a. 2009). Kv-Kaliumkanile nehmen dariiber hinaus eine Funktion bei der
Anisthesie durch volatile Anésthetika ein. Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere Kvl1.1,
Kv1.3, und Kv1.6 in den Nuclei medialis des Thalamus durch volatile Anisthetika beeinflusst
werden. So zeigten sich verspitete Aktionspotentiale und eine verminderte Rate an Entladungen
der Thalamusneurone nach Applikation von Sevofluran im Hirnschnitt der Maus. Durch
Applikation von ShK-186, einem selektiven Kv1.3 Inhibitor, konnte dieser Effekt verhindert
werden (Lioudyno u. a. 2013). Die Expression der Kv-Kanile scheint dariiber hinaus zwischen
Spezies und Hirnregionen zu variieren, da sich zwischen verschiedenen Studien Differenzen in
der Expression der Kv-Kanile zeigten. So fanden sich auf embryonalen NPCs der Ratte neben
Kv3.1 auch Kv1.3 und Kv4.1 auf Transkriptionsebene sowie Kv1.3 und Kv3.1 auf Proteinebene
(Liebau u. a. 2006). In einer Arbeit von Smith u.a. mit den gleichen Zellen wurden Kv2.1 und

Kv4.3 auf Proteinebene exprimiert (Smith, Rosenheimer, und Kalil 2008). In einer Arbeit mit



Diskussion - 58 -

humanen embryonalen NPCs fanden sich die Kv-Kanalfamilien 1-4 mit Ausnahme von Kv1.4,

Kv3.2 und Kv3.3 auf Proteinebene (Schaarschmidt u. a. 2009).

5.1.4. Expression von K2P- Kaliumkanélen auf Proteinebene

Die Expression der Tandemporenkanile auf neuronalen Stammzellen ist bisher kaum in der
Literatur diskutiert worden. In dieser Arbeit wird die Distribution von TASKI1 entlang des
Seitenventrikels, des RMS bis hin zum Bulbus Olfaktorius gezeigt. Zu jedem Zeitpunkt ist
TASK1 mit GFAP kolokalisiert und strikt von den DCX-positiven Neuroblasten getrennt. Die
distinkte anatomische Lokalisation von TASK1 suggeriert einen funktionellen Zusammenhang
zwischen den TASKI1-exprimierenden Astrozyten und den Neuroblasten. Die Expression von
TASK1 an der Ventrikelwand sowie seine Kolokalisation mit GFAP ist bereits mehrfach
beschrieben (Kindler u. a. 2000) Khanjan u.a. zeigen weiterhin, dass TASK1 besonders auf
Zellen lokalisiert ist, welche verschiedene Hirnkompartimente voneinander trennen. So konnte
TASKI1 Immunoreaktivitit auf den Ependymzellen des IV. Ventrikels, also an der Liquor-Hirn-
Schranke, gefunden werden. Weiterhin fand sich der Kanal auf Gliazellen, welche die Wand von
BlutgefiBlen sdumen, also an der Blut-Hirn-Schranke. Auch die Meningen exprimieren TASKI.
Die Arbeitsgruppe schldgt vor, dass TASK1 im Zusammenspiel mit anderen Transportern und
Kanidlen aufgrund dieser speziellen Lokalisationen essentiell an der Aufrechterhaltung des
Kaliumgleichgewichts und somit fiir Vitalitit und Funktion von Neuronen verantwortlich ist.
Dies wiederum konnte TASKI1 als einen Schliisselpunkt in Verstandnis und ggf. Therapie fiir
Erkrankungen, in welchen die natiirlichen Grenzen wie z.B. die Blut-Hirn-Schranke, zerstort
werden, etablieren. Hierzu zidhlen u.a. Multiple Sklerose oder zerebrale Ischimien (Kanjhan u. a.
2010). Fiir diese Arbeit kann unter diesem Gesichtspunkt die These formuliert werden, dass
TASKI1-exprimierende Astrozyten ein giinstiges Microenvironment fiir die Neuroblasten
schaffen.

Ahnlich wie Kv1.6 ist TREK1 auf den DCX-positiven NPCs, nicht jedoch den Nestin-positiven
Vorlduferzellen exprimiert, was eine enge Regulation im Laufe der Neurogenese nahelegt. Die
Regulation der hippocampalen Neurogenese durch TREKI ist bereits beschrieben und wird als
Ansatzpunkt fiir neue Antidepressiva genutzt (Mazella u. a. 2010). Auch TREK1 wird dhnlich
wie TASKI eine Rolle bei der Trennung von Hirnkompartimenten, in diesem Fall der Blut-Hirn-
Schranke, zugesprochen. Bittner u.a. konnten zeigen, dass eine Blockade von TREKI eine
vermehrte Leukozytenmigration durch die Blut-Hirn-Schranke zur Folge hat, eine Aktivierung
das Gegenteil erzielte. Im Tiermodell konnte weitergehend gezeigt werden, dass TREKI-

defiziente Méuse nach Induktion einer experimentellen Autoimmunen Encephalitis (EAE)
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schwerere Krankheitsverldufe zeigten als Vergleichsmiuse. Interessanterweise liel sich die
Schwere u.a. durch die Gabe von Leinsamendl, welches u.a. die TREK1 aktivierenden Omega-3-
Fettsdauren enthilt, lindern. Somit ist TREKI1 ebenfalls ein potentieller Angriffspunkt zur
Behandlung von Erkrankungen, welche auf Defekten der Blut-Hirn-Schranke basieren (Bittner u.
a. 2013). TWIK1 und TREK?2 zeigen eine Expression auf den subependymalen Zellen der SVZ
und tragen hier ggf. zum Microenvironment der Stammzellnische bei. TASK3 zeigte eine
beinahe ubiquitire Expression auf den neuronalen Stammzellen sowie in der SVZ. Eine
Uberexpression des Kanals wird in Verbindung mit dem Entstehen einzelner humaner Carcinome

wie z.B. Mamma Carcinom gebracht (Pei u. a. 2003).

5.2 Einfluss von Kaliumkanailen auf die Proliferation von NPCs

Um den Einfluss einzelner Kaliumkanile auf die Proliferation der NPCs zu untersuchen, wurden
Kanile selektiert, welche in den vorangegangenen immunhistochemischen Farbungen auf den
NPCs oder Neuroblasten exprimiert waren. Diese wurden mit Kaliumkanalblockern in ihrer
Funktion gehemmt und die Proliferationsraten im Proliferationsassay bestimmt. Um eine
Aussage beziiglich der verschiedenen von uns verwendeten Kaliumkanalblocker auf die NPCs zu
machen bedarf es einer groleren Fallzahl. Somit ist dieses Experiment als Pilotexperiment zu
werten. Unsere Ergebnisse zeigten jedoch den Trend, dass die Proliferation unter der Zugabe von
Tertiapin gehemmt wird. In weiterfiihrenden Experimenten ist es dariiber hinaus sinnvoll,
zunidchst eine Dosis-Wirkungs-Kurve fiir NPCs zu etablieren. So wurde zwar die iibliche
Dosierung der Kanalblocker beachtet, diese kann jedoch fiir die NPCs im speziellen abweichen.
Somit konnten die Blocker gar nicht (bei zu niedriger Dosis) oder toxisch (bei zu hoher Dosis)
gewirkt haben. Weiterhin sind die verwendeten Kaliumkanalblocker nicht alle spezifisch.
Tertiapin beispielsweise blockiert neben Kir3.2 auch Kir3.1, Kir3.4 und Kirl.1.. Somit konnten
die gemessenen Effekte auch durch andere Kanile ausgelost worden sein. Eine spezifische
Moglichkeit, die Rolle der Kanile zu untersuchen, wire beispielsweise mit der Technik der
siRNA im Rahmen des posttranskriptionellen Gen-Silencing. Hierbei kann einzelstringige RNA,
insbesondere also Messenger-RNA, die die zum Leitstrang der siRNA komplementére
Nukleotidsequenz enthilt, in ihrer Translation zum Protein verhindert werden.

Es gibt bereits erste Arbeiten zum Einfluss von Kaliumkanélen auf die Proliferation von murinen
NPCs. Am umfassendsten haben dies Yasuda u.a. untersucht, welche sowohl den Einfluss von
Kv- als auch Kir-Kanilen untersucht haben. Hierbei beschreiben sie, dass die Kir-Kanal

abhédngige Depolarisation des Ruhemembranpotentials notwendig fiir eine Progression muriner
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NPCs im Zellzyklus ist. So konnte durch die Blockade der Kanile mit einer niedrigen
Konzentration von Barium eine leichte Depolarisation und Wachstumsfaktor-abhingige
Proliferation der Zellen bewirkt werden. Dieser Effekt lie sich auch durch eine erhohte
extrazellulire Kaliumkonzentration erzielen, was nahe legt, dass die Depolarisaton der
Mechanismus ist, iiber welchen die Proliferation getriggert wird. Eine starke Depolarisation z.B.
durch hohere Konzentrationen von Barium, hatte hingegen einen geringeren Effekt auf die
Proliferation. Somit scheint es insbesondere ein bestimmtes Membranpotential zu sein, welches
das Wachstum fordert (Yasuda und Adams 2010). Die Kv-Kanile konnten durch TEA blockiert
werden, was die durch Wachstumsfaktoren induzierte Proliferation der Zellen stoppte (Yasuda,
Bartlett, und Adams 2008). Neben der Arbeit von Yasuda gibt es jedoch auch weitere, teilweise
widerspriichliche Untersuchungen zu Kv-Kanidlen und der Zellproliferation. So zeigten
Schaarschmidt u.a., dass die Proliferation von humanen embryonalen NPCs von der Aktivierung
von Kv-Kanilen (insbesondere Kv4.2) abhingt (Schaarschmidt u. a. 2009). Im Gegensatz hierzu
zeigen Liebau u.a. eine negative Korrelation zwischen der Aktivitdt von Kv-Kanilen und der
Zellproliferation bei embryonalen NPCs der Ratte (Liebau u. a. 2006). Der Unterschied konnte
an den unterschiedlichen Spezies liegen, sollte jedoch weiter untersucht werden.

Der genaue Mechanismus, durch den die Kaliumkanile die Zellproliferation beeinflussen, ist
jedoch aktuell noch nicht bekannt. Zum einen sind Anderungen im Ruhemembranpotential ein
wichtiger Schritt in der Zellzyklusprogression, was bereits Wonderlin und Strobel 1996
beschrieben (Wonderlin und Strobl 1996). Aber auch die Regulation des Zellvolumens durch
Kaliumkanéle ist als Mechanismus zur Kontrolle der Proliferation beschrieben worden
(Rouzaire-Dubois und Dubois 1998). Die Wirkung von TEA konnte beispielsweise iiber das
Zellvolumen vermittelt werden, da TEA das Membranpotential nicht verdndert. So konnte TEA
das Zellvolumen durch eine Anderung des Kaliumeffluxes beeinflussen und somit die
Zellproliferation beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass ein hypertones Medium, welches
zu einer Zellschwellung fiihrt, auch zu einer verminderten NPC Proliferation fiihrte (Yasuda,

Bartlett, und Adams 2008).

5.3 Korrelation der in vitro und in vivo Daten

Der Vergleich der Kaliumkanalproteinexpression auf den neuronalen Vorlduferzellen im
Neurosphirenassay sowie in der SVZ legt nahe, dass das Expressionsmuster in vitro zum groflen
Teil erhalten ist. So ist die Expression von Kir4.1, Kir2.4, Kir6.1, Kir7.1, TASK3 und TASK1
und die Abwesenheit der Expression vieler Kir- und Kv-Kanéle sowohl in der Zellkultur als auch

in den Hirnschnitten nachweisbar (Tabelle 2). Yasuda u.a. zeigten 2008, dass adulte, aus der SVZ
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gewonnene NPCs im Neurosphirenassay dhnliche elektrophysiologische Eigenschaften besitzen
wie die von Liu u.a. 2006 charakterisierten NPCs der SVZ in Hirnschnitten (Liu u. a. 2006;
Yasuda, Bartlett, und Adams 2008). Nichts desto trotz sollten die erhobenen Daten Kkritisch
betrachtet werden. So hat der Neurosphérenassay seine Limitationen unter dessen Gesichtspunkt
die erhobenen Daten gesehen werden miissen. Die Zellen in den Neurosphiren sind heterogen, es
finden sich neuronale Vorlduferzellen jedoch auch abgestorbene Zellen, differenzierte Zellen und
Vorlauferzellen anderer Zelllinien wie beispielsweise der astrozytiren Zelllinie. Um die
tatsdchlichen NPCs zu identifizieren, wire ein exklusiver Marker fiir eben diese Zellen wichtig.
Hier gibt es bereits Arbeiten, es zeigt sich jedoch die Schwierigkeit, einen Marker zu finden
welcher allein die NPCs detektiert, jedoch nicht nur eine Untergruppe markiert. CD133 ist
beispielsweise ein potentieller Marker fiir NPCs. Zusammen mit GFAP wird er als Marker fiir
NPCs beschrieben (Fischer u. a. 2011). Auch ist die morphologische Zuordnung in den
Neurosphidren schwierig, da die Zellen hier undifferenziert und durch Wachstumsfaktoren
stimuliert sind. Hier konnte die Analyse der Zellorganellen mittels Elektronenmikroskopie
hilfreich sein (Gil-Perotin u. a. 2013). Somit sollte die Anzahl an Stammzellen in den
Neurosphiren nicht iiberschitzt werden (Rietze und Reynolds 2006). Es ist also moglich, dass
fiir NPCs spezifische Kaliumkanal-mRNA im Microarray nicht detektiert wurde. Dariiber hinaus
fithren nicht alle mRNA-Transkripte zur Proteinexpression. Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit sowohl ein mRNA-Screening im Microarray als auch die Detektion auf Proteinebene
durchgefiihrt. Wenn Antikorper zu keiner Immunoreaktivitit fiihrten, wurden Positivkontrollen
wie Western Blot Analyse von Hirn- sowie NPC-Proteinhomogenaten durchgefiihrt.

Weiterhin ist kritisch anzumerken, dass manche Antikorper fiir Zelllinienmarker nur
eingeschrankt spezifisch fiir die jeweiligen Zelltypen sind. So zeigt sich beispielsweise, dass es
neben den Nestin-positiven Vorlduferzellen, weitere Zellen im Gehirn gibt, welche den Marker
exprimieren. Diese Zellen haben die Charakteristika von Neuronen und lassen sich in
Hirnregionen finden, welche insbesondere fiir hhere kognitive Fiahigkeiten verantwortlich sind
(Hendrickson u. a. 2011). GFAP ist auf neuronalen Stammzellen jedoch auch auf nicht-
germinalen Astrozyten exprimiert. Somit sollten Daten, welche aus den Experimenten in vitro
hervorgehen und als Modell fiir die Funktionsweise und Differenzierung der Zellen in vivo

dienen, kritisch betrachtet werden.
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5.4 Faktoren, die die Expression der Kaliumkaniile beeinflussen

Die in dieser Arbeit erhobenen Angaben zur Expression von Kaliumkanilen auf neuronalen
Vorlauferzellen konnen nicht ohne weiteres auf andere Stamm- und Vorlduferzellen iibertragen
werden. So zeigt der Vergleich der aktuellen Literatur Unterschiede zwischen verschiedenen
Spezies und/oder den Hirnarealen, aus welchem die Zellen isoliert wurden. Beispielsweise
konnte Kv3.1 auf den embryonalen NPCs des Rattenmittelhirns nachgewiesen werden (Liebau
u. a. 2006), nicht jedoch auf den embryonalen NPCs der SVZ von Ratten (Smith, Rosenheimer,
und Kalil 2008). Kv4.1 ist auf den NPCs des Gyrus Dentatus exprimiert und konnte dort die
Proliferation beeinflussen (Shi u. a. 2007), auf humanen embryonalen NPCs konnte der Kanal
nicht nachgewiesen werden (Schaarschmidt u. a. 2009). Unterschiede in den Protokollen zur
Zellkultivierung sind eine weitere mogliche Ursache fiir die genannten Diskrepanzen, so
variieren die verdffentlichten Protokolle in der Menge an Wachstumsfaktoren oder Zusitzen wie
beispielsweise B27 (serumfreies Supplement). Zwischen adulten und embryonalen Stammzellen
gibt es weiterhin Unterschiede. So z.B. in der Reaktion auf die Blockade von Kaliumkanilen. So
konnte durch Tetraethylammonium die Proliferation von embryonalen NPCs erhoht werden
(Liebau u. a. 2006), die Proliferationsrate adulter NPCs sank hingegen (Yasuda, Bartlett, und
Adams 2008).

5.5. Die Rolle der Kaliumkanéile in der Neurogenese

Es gibt immer mehr Hinweise, dass Kaliumkanéle eine wichtige Rolle bei der Proliferation und
Differenzierung von Neuronen als auch Gliazellen einnehmen (Ribera 1999; Liebau u. a. 2006;
Yasuda und Adams 2010). Bereits in der frilhen Entwicklung des Gehirns, der embryonalen
Neurogenese, werden Kaliumkanile zu bestimmten Zeitpunkten an spezifischen Orten
exprimiert (Ribera und Spitzer 1992). Hier sind insbesondere Kv-Kanidlen von Wichtigkeit
(Ribera 1999). Adulte NPCs exprimieren vornehmlich KDR-Kanidle. Dies sind Kv-Kanile,
welche sensitiv fiir Tetraethylammonium (TEA) sind (Liu u. a. 2006). Neonatale NPCs zeigen
hingegen Strome, welche sowohl von KDR- als auch von KA-Kanilen vermittelt werden. KA-
Kanile sind Kv-Kanile welche 4-Aminopyridine sensitiv sind (Cesetti u. a. 2009). Dies zeigt,
dass die Expression der Kanile in der Neurogenese unterschiedlich reguliert wird. Auch in
humanen embryonalen NPCs konnte gezeigt werden, dass sich die Kaliumkanalexpression in der
embryonalen Entwicklung stark verdndert. So war initial insbesondere der Kanal Kv4.2
exprimiert, dessen Expression im Verlauf deutlich abnahm und von anderen (delayed- rectifier

Kanilen) abgelost wurde. Die Blockade von Kv4.2 fiihrte in weiteren Untersuchungen zu einer
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Inhibition der Proliferation der Zellen (Schaarschmidt u. a. 2009). Aber auch die Rolle der
Kanile in der adulten Neurogenese ist bereits mehrfach untersucht. So z.B. durch Yasuda u.a.
welche die Rolle der Kir-Kanal abhingigen Depolarisation des Ruhemembranpotentials als
notwendig fiir eine Progression muriner NPCs im Zellzyklus beschreiben (Yasuda, Bartlett, und
Adams 2008).

Die spezifische Lokalisation einiger in dieser Arbeit untersuchter Kaliumkanile konnte eine
spezielle Funktion des jeweiligen Kanals reflektieren. So konnte die Expression von Kvl.6,
welche auf die Neuroblasten des proximalen RMS limitiert ist, mit den neu beschriebenen
glutaminergen Neuronen des Bulbus Olfaktorius korrespondieren (Brill u. a. 2009). Auch
TASKI, der auf den Astrozyten, welche die Neuroblasten im RMS flankieren exprimiert ist,
konnte Einfluss auf Proliferation und Migration der Neuroblasten haben.

Manchen Kanidlen konnte bereits eine spezifische Funktion zugewiesen werden. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass Kv1.3 im Rahmen einer Hirnbestrahlung hochreguliert wird
und zur Aktivierung von Mikroglia und Mikroglia-vermittelter Neurotoxizitdt fiihrt. Dieser
Effekt konnte durch pharmakologische Blockade des Kanals reduziert werden. Somit ergibt sich
hier ein therapeutischer Ansatz, die Aktivierung von Mikroglia und die durch sie hiervorgerufene

Neurotoxizitit zu verringern (Peng u. a. 2014).

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit eine umfangreiche Expressionsanalyse verschiedener
Kaliumkanéle aus drei grolen Kaliumkanalklassen auf neuronalen Vorlduferzellen. Hier lieBen
sich potentiell wichtige Kaliumkanile identifizieren, welche im Rahmen weiterer
Untersuchungen Antworten auf die Frage nach der Rolle von Kaliumkanidlen in der
Stammzellnische geben konnten. Die Identifikation wichtiger Kaliumkanile ist von grofler
Bedeutung um das Potential verschiedener Kaliumkanalmodulatoren fiir die Neurogenese
abschitzen zu konnen. Von besonderer Bedeutung scheint hier die Expression von Tandemporen
Kaliumkanidlen zu sein, welche bisher noch nicht im Zusammenhand mit der Neurogenese
diskutiert wurden, jedoch wichtig fiir die neuronale Erregbarkeit sind (Goldstein u. a. 2001). Das
Wissen iiber die komplexen Prozesse zur Regulation der Neurogenese ist von essentieller
Wichtigkeit fiir das Verstandnis der Hirnentwicklung, der Entwicklung von Hirntumoren und
schlieBlich Grundlage fiir die Behandlung von neurogenen Schiden im Rahmen neurologischer
Erkrankungen oder nach Verletzungen. Weitere Studien werden benétigt um diese Beziehungen
zu verstehen und so geben die Ergebnisse dieser Arbeit AnstoB3e fiir neue, vielversprechende

Herangehensweisen.
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