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Zusammenfassung

Das Membranstrommuster von Oligodendrozyten verandert sich wahrend der Entwicklung dieser
zellen sehr stark. Wahrend die Membranleitfahigkeit von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen von
auswarts rektifizierenden Kaliumkanalen gepragt ist, exprimieren reife Oligodendrozyten passive,
nicht spannungsabhéangige Kaliumkanéle. Die Aktivitat dieser Kanale beeinfluf3t die Proliferation und
Differenzierung dieser Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von spannungsaktivierbaren Kaliumkanélen des
Kv1-Typs (Shaker-Typ) in kultivierten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen anhand der
Transkriptexpression, der Expression von Kv1-Proteinen und der elektrophysiologischen und
pharmakologischen Analyse der Membranstréme untersucht.

Auf mRNA Ebene wurden unterschiediche Kombinationen von Kv1.1, Kv1.4; Kv1.5 und Kv1.6
Transkripten gefunden. Ebenfalls wurde in einigen Zellen eine signifikante Menge an Kv1.2 und
Kv1.3 Transkripten gefunden. Die Heterogenitat der Transkriptexpression konnte nicht mit
Unterschieden in den elektrophysiologischen Eigenschaften korrelliert werden.

Die Expression der Kv1 Proteine wurde mit Hilfe von immunozytochemischen Farbungen mit
spezifischen polyklonalen Antikérpern gegen die Kanéle Kv1.1 bis Kv1.6 untersucht. Alle
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimierten die Kanéle Kv1.4 (85% der Zellen), Kv1.5 (99 %) und
Kv1.6 (99 %), Kv1.1 Proteine wurden von 10 % der Zellen gebildet.

Um den funktionellen Beitrag der Kvl Kanéle zum Gesamtzellstrom zu bestimmen, wurde die
Stromaktivierung und -inaktivierung sowie die Sensitivitat der Stréme gegen die spezifischen
Kaliumkanalblocker getestet. Dabei wurden durch TEA (1-100 mM), 4-AP (0,125-1 mM) und Chinidin
(5-100 nM) jeweils ein groRBer Teil der Stréme gehemmt, durch CTX, DTX und MCDP wurde die
Kanalaktivitat nicht beeinfluf3t.

Um den Beitrag der Kanalproteine Kv1.4 bzw. Kv1.1 zu den elektrophysiologischen Eigenschaften
des Gesamtzellstromes zu testen, wurden an einzelnen Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
kombinierte elektrophysiologische Untersuchungen und immunozytochemische Féarbungen
durchgefiihrt. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Kv1./Kv1.4 positiven und
Kv1.1/Kv1l.4 negativen Zellen festgestellt werden.

Aus den Untersuchungen ergeben sich folgende Schluf3folgerungen:

1. Oligodendrozyten exprimieren eine Vielzahl unterschiedlicher Kv1 Transkripte.

2. Die uberwiegende Mehrzahl der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimieren die
Kv1 Proteine Kv1.4, Kv1.5 und Kv1.6.

3. Der Gesamtzellstrom kann vorwiegend durch Kv1.5 Kandle oder durch eine
Kombination von Kv1.4/Kv1.6 Kanélen sowie durch Mitglieder anderer Familien
spannungsabhangiger Kaliumkanéle getragen werden.

Um zu untersuchen, ob spannungsabhangige Kaliumkanale durch die Aktivierung von inhibitorischen
Neurotransmitterrezeptoren beeinflu3t werden, wurden kultivierte Kérnerzellen als Modellsystem
verwendet, da diese eine hohe Dichte an Kv Kanélen sowie an GABA Rezeptoren exprimieren. Im
"cell-attached" Modus der Patch-Clamp-Technik wurde die Reaktion von einzelnen auswarts
rektifizierenden Kaliumkanélen wahrend der GABA-Antwort untersucht. Mit diesem Ansatz konnte
gezeigt werden, daR die Offnungswahrscheinlichkeit dieser Kanéle wahrend der Reaktion der Zelle
auf GABA stark zurlickgeht. Da Oligodendrozyten-Vorlauferzellen ebenfalls GABAs-Rezeptoren
exprimieren, ist anzunehmen, dal deren Aktivierung Uber einen analogen Mechanismus zur
Blockierung von Kaliumkanélen fihrt.
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Abstract

The membrane current pattern of oligodendrocytes changes dramatically during cell
development. In oligodendrocyte precursor cells the membrane conductance is dominated by
outwardly rectifying potassium channels, mature oligodendrocytes on the other hand express
passive, not voltage-gated potassum channels. The activity of these channels influences the
proliferation and differentiation of the cells.

In the present work the expression of outwardly-rectifying potassium channels of the Kvl1-type
(Shaker-type) was analysed in oligodendrocyte precursor cells in culture. Expression of Kv1l
transcripts, Kv1 proteins as well as electrophysiological and pharmacological properties of
these channels were tested.

Different combinations of Kv1.1, Kv1.4, Kv1.5 and Kv1.6 transcripts were detected at mRNA
level. In some cells also a significant amount of Kv1.2 and Kv1.3 transcripts was found. The
heterogeneity of transcript expression could not be correlated with differences in
electrophysiological properties.

The expression of Kv1 channel proteins was analysed using immunocytochemical stainings
with specific monoclonal antibodies against the channel molecules Kv1l.1 to Kv1.6. All
oligodendrocyte precursor cells expressed the channel molecules Kv1.4 (85 % of the cells),
Kv1.5 (99 %) and Kv1.6 (99 %), Kv1.1 proteins were detected in 10 % of the cells.

To find out the functional contribution of Kv1 channels to the whole-cell current of the cells
the activation and inactivation characteristics as well as the sensitivity of the potassium current
to different potassum channel specific antagonists was tested. Parts of the current were
inhibited by TEA (1-100 mM), 4-AP (0,125-1 mM) and Chinidin (5-100 niM), CTX, DTX and
MCDP had no effect on the channdl activity.

To isolate the contribution of the channel molecules Kv1.1 and Kv1.4 the electrophysiological
properties of the whole cell current electrophysiological analysis of single cells using whole-cell
patch-clamp technique and immunocytochemical stainings were combined. With this method
no significant differences between Kv1.1/Kv1.4-positive and Kv1.1/Kv1.4 negative cells could
be detected.

From these findings the following conclusions could be drawn:
Oligodendrocyte precursors express various different Kv1 transcripts.

The magjority of oligodendrocyte precursor cells expresses the Kv1 proteins Kv1.4, Kv1.5 and
Kv1.6.

The total current (whole-cell current) most likely is carried through Kv1.5 channels or a
combination of Kv1.4/Kv1.6 channels and probably another type of voltage-gated potassium
channels.

To find out if voltage-gated potassium channels are related to the activation of inhibitory
neurotransmitter receptors a model system of cultured granule cells was used. This cell type
was selected because they are known to express a high density of Kv channels as well as
GABA receptors as well. The activity of single outwardly rectifying potassum channels was
detected using the cell-attached mode of patch-clamp technique. With this method it could be



demonstrated that the open probability of voltage-gated potassum channels is markedly
decreased during GABA 4 response.

It could be concluded that the activation of GABA receptors on oligodendrocyte precursor
cellsleads to the inhibition of potassium channelsin the same way as in cultured granule cells.

Keywords:

oligodendrocytes, potassium channel, electrophysiology, immunocytochemistry



ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ...t 1

R 1 0] (=T 110 o o P TSP URTPRPOVROPRS 3
1.1  Oligodendrozyten sind die myelin-bildenden Zellen im ZNS..............cccoooiiiiieiiiiieens 3
1.2 Oligodendrozyten entwickeln sich aus proliferierenden Vorlauferzellen in den
SUDVENTIIKUIEIEN ZONEN ...ttt 4
1.3 Die Entwicklung der Oligodendrozyten ist durch die Expression spezifischer Antigene
GEKENNZEICNINEL. ...ttt et et 5
1.4 Oligodendrozytenvorlauferzellen exprimieren spannungsgesteuerte lonenkanéle.............. 6
1.5  Spannungsabhangige K™ StrOME.............cccoiriieiiiieiiiieie e 7

1.6 Spannungsgesteuerte Kaliumkandle sind heteromere Transmembranproteinkomplexe.... 7

1.7  Spannungsgesteuerte Kaliumkanale kodieren fir eine Vielzahl unterschiedlicher

[N L1011 0] 1 o] L= PSS OPRPPRTI 8
1.8 Spannungsabhangige Kaliumkanale regulieren wichtige Zellfunktionen.......................... 11
1.9 Gliale Neurotransmitterrezeptoren kénnen Neuron/Glia-Interaktionen vermitteln......... 11
1.10 Kaliumkanéle werden durch die Aktivierung von Glutamatrezeptoren beeinflul3t.......... 12
1.11 Expression von inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren (GABA-Rezeptoren) in
Oligodendrozyten/Oligodendrozytenvorlauferzellen.............ccoviiiiiiiiiieie 12
2 ZIBISTEIIUNG ...t 14
K R |V 1= 1 Vo T [T o ST RTRSSTRRR 15
TN =Y 1| (U | (1 S PRUSRSTI 15
311 Préparation der OligodendrozytenKUITUFEN ...........cooiiiieiieiie e 15
312 Praparation der KOrnerzel IKUITUIEN ..........ooiiiiioiieieeseereeree ettt 15
3.1.3 =" T o ST 15
3.2 EIeKErOPNYSIOIOQIE .. .c.vviiieieieeiiie et 17
321 1= €0 1R SUR 17
3.2.2 Patch-Clamp EIEKIFOUEN ......eovieiieitie ettt sttt bbb e sre e b 18
3.2.3 Lo o] = 2P PR UPR PRSP 18
324 SpPanNUNGSSPIUNGPIOLOKOIE ...ttt 19
3.25 [0S 0410 = o TP TP P P PP PR PTRRP 20
3.2.6 PharmMaKolOgI .....coveeieieitie sttt st s b et sb e st bt e e b b nree 21
3.3 Immunzytochemische Analyse der Kaliumkanéle und oligodendrozytenspezifischen
Y= U g ] O PRSTR 21
34 EINZEIZEI-PCR ...ttt 23
A ETQEINISSE ...ttt 25
4.1  Shaker-Kaliumkanale auf Oligodendrozyten-Vorlauferzellen.............ccccoooeiiiiiiiinnnns 25
41.1 Charakterisierung der ZEITKUITUL ...........ooiiiiiiiiiee e 25
4.1.2 Eigenschaften der AUSWEAITSSIIOME. .......oiiiiieiie ettt sttt st sb e b sreenree s 27
413  Pharmakologie der K -AUSWEMSSIIOME .........ccccvoviievererieiiieieseese st snns 30
414 EXPression VON KVL ProtEINEN.........ooiiiiieiie ettt sttt sttt st st b st sreesbeenree s 38
415 EXpression VON KVL TransKIipLEN ........eoiiiieeieiieree ettt s 42
4.1.6 Einflul der Kv1.1 bzw. Kv1.4-Expression auf die elektrophysiologischen Eigenschaften ......... 46



4.2 Rolle von Kaliumkandélen bei der Neurotransmitterantwort ............ccoevvveeiieeeiieeieeeeeeeeeens 49

42.1 Hemmung von auswarts rektifizierenden K* Kandlen durch GABA...........cccceeeveeicieveveennn 49
422 GABA blockiert die K™ EiNzelKanalaktiVitat...............cceeeriririerereiiieseeees e 54

5 DISKUSSION ...ttt ettt bbb ettt e e ne e 58
5.1 Oligodendrozyten verflgen Uber ein heterogenes Repertoire von Kaliumkanélen .......... 58
5.2  Expression von Kv1 Kaliumkanalproteinen in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen.......... 58
5.3  Beitrag der Kv1 Kanéle zum GeSamiSIIOM.........cccuviiiierieiiieiieiie e 59

5.4  EinfluR der Kv1.1 bzw. Kv1.4 Expression auf die elektrophysiologischen Eigenschaften59

5.5  Expression von weiteren spannungsregulierten K" Kanalen..............cccoocevevvniieincienenn, 60
5.6 Pharmakologie der homomeren Kv1l Kanale............ccccooiiiiiiiiiiiiiiee e 60
5.7  Bildung von heteromeren Kv1 Kan&len............cccooiiiiiiiiiiiiiese e 62
5.8  Bindung von D-Untereinheiten............ooviiiiiiiiiieiie e 62
5.9 Posttranslationale RegulationsmechaniSmen.............cccoiviiiiiieiienieee e 63
5.10 Subzellulare Verteilung von Kv1 Kan&len...........cccoiiiiiiiiiiiiiiiesieeese e 63
5.11 Expression von diversen Kv1 Transkript-Kombinationen............c.cccoceviiiiiiiniieinenn, 64
5.12 Shaker- Kaliumkanal-Transkripte und -proteine werden auf unterschiedliche Weise
[ET0 UL 1T o O TP PP PPV PPTOPRO 64
5.13 Funktionelle Rolle von Kv1 Kanélen in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen..................... 65
5.14 Spannungsaktivierte K* Kanéle werden durch die Aktivierung des GABAa-Rezeptors
GEBIOCKT ...t 66
5.15 Die Blockade von K* Kanalen verstarkt die Depolarisation.................ccocccovevvriiiernivenenn. 66
6 ZUSAMMENTASSUNG .. .veiiiiiiiieiiie ittt ettt b et e bbb e e e nbeeenbe e 67
(1T - LN | PP OPRUPRTRTON 68
Y 0] 0= Vg Vo [ TSP PPV R PP PPPOVRPPRTS 79
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS. ...t 79
TabEIENVEIZEICNNIS ...ttt 80
DANKSAGUING ...ttt b ettt ettt bt b et e bbb 81
LEDENSIAUT ... s 82
EFKIATUNG ..ottt 83

Vi



Abkirzungsverzeichnis

4-AP
AMPA
BME
bFGF
BSA
CTX
DAB
DABCO
DEPC
DMEM
DNQX
dNTP
DTT
DTX
EDTA
EGTA
FCS
GABA
HBSS
HEPES
Lf
MCDP
NGS

4-Aminopyridin
Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionat
Basalmedium nach Eagle

basischer Fibroblastenwachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor)
Rinderserumalbumin

Charybdotoxin

Diaminobenzidin

Diazabicyclo-[2.2.2]-Octan

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
6,7-Dinitroquinoxalin-2,3-dioxion
Desoxynukleotidtriphosphat

Dithiothreitol

Dendrotoxin

Ethylendiaminotetraessigsaure
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsaure
fotales Kalberserum

gAminobuttersaure

physiologische Salzlésung nach Hank
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-Ethansulfonsaure
Leitfahigkeit

mast cell degranulating peptide

Normales Ziegenserum

NMDAN-Methyl-D-Aspartat

NMRI
O-2A
PBS
PCR
PDGF
PKA

Naval Medical Research Institute (Mausestamm)
Oligodendrozyt-Typ2 Astrozyt
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion

platelet-derived growth factor

Proteinkinase A



Proteinkinase C
Poly-L-Lysin

peripheres Nervensystem
Ribonukleinsaure
Tetraethylammoniumchlorid
3,3',5-Triiodo-L-Thryonin
Tetrodotoxin

internationale Enzymeinheit
Membranpotential
Vorpulspotential

zentrales Nervensystem



1 Einleitung
1.1 Oligodendrozyten sind die myelin-bildenden Zellen im ZNS

Das Zentralnervensystem von hdheren Wirbeltieren a3t sich morphologisch in Bereiche von grauer
und weil3er Substanz einteilen. Die weil3e Substanz besteht aus Nervenfasern (Axonen) und
Gliazellen (Oligodendrozyten und Astrozyten). Die charakteristische weil3e Farbe rihrt von dem
hohen Anteil an Myelin (50-60 % des Trockengewichts), der fettreichen Huillsubstanz der Axone her.
Auf einem myelinisierten Axon wechseln sich lange, myelinisierte Abschnitte mit kurzen myelinfreien
Stuicken, den Ranvierschen Schnirringen ab. Da die Myelinisierung eine elektrische Isolierung der
Zellmembran bewirkt, ist die Erregbarkeit der Nervenzellmembran von myelinisierten Axonen auf die
Ranvierschen Schnurringe beschrankt. Zusatzlich ist die Dichte an spannungsabhéngigen Natrium-
und Kaliumkanélen in diesen myelinfreien Bereichen der Axonmembran stark erhdéht (Waxman und
Ritchie, 1985, Waxman und Ritchie, 1993). Aus diesen Grinden erfolgt die Weiterleitung von
Aktionspotentialen bei myelinisierten Fasern diskontinuierlich von Schnirring zu Schnirring, was zu
einer enormen Erhdhung der Nervenleitgeschwindigkeit und zur Energieeinsparung fuhrt.

In nichtmyelinisierten Nervenfasern hingegen sind die Natrium- und Kaliumkanéale gleichméRig auf
der Membran verteilt und die Aktionspotentiale werden kontinuierlich und langsamer fortgeleitet.

Erkrankungen, die eine Stérung des Myelins bewirken, haben deshalb immer ernsthafte Stérungen
der Nervenleitung zur Folge. Bei der Multiplen Sklerose (MS) werden die myelinbildenden Zellen
durch das Immunsystem angegriffen (Storch und Lassmann, 1997) und zerstért. Dadurch wird die
Weiterleitung von Nervenimpulsen im Gehirn massiv gestoért (bzw. verlangsamt) und es kommt
deshalb zu gravierenden Beeintrachtigungen der Patienten wie L&hmungen, Seh-, Sprach- oder
Bewegungsstorungen.

Die myelin-bildenden Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind die Oligodendrozyten. lhre
Proliferation wird durch eine Reihe von Wachstumsfaktoren reguliert. Kommen diese Zellen mit
einem nicht myelinisierten Axon in Kontakt, so beginnen sie als Reaktion auf ein axonales Mitogen zu
proliferieren. Es wurden verschiedene axonale Mitogene beschrieben, die auf das Oligodendrozyten-
bzw. Schwannzellwachstum wirken kénnen (DeVries et al., 1983, Chen und DeVries, 1989), z.B. die
Proteinfamilie der Hereguline (HRGSs) (Morrissey et al., 1995) oder andere Wachstumsfaktoren wie
bFGF (basic fibroblast growth factor) oder PDGF (platelet derived growth factor) (Stewart et al.,
1991).

Zur Bildung der Myelinscheide wachsen lange, zungenartige Membranfortsétze dieser Zellen
spiralférmig mehrfach eng um ein Axon. Dabei wird das Zytoplasma in diesem Bereich fast
vollstandig reduziert, so dafl um das Axon ein zylinderférmiger, eng gepackter Membranstapel, das
reife Myelin, entsteht (Morell et al., 1990; Hildebrand et al., 1993; Hildebrand et al., 1994).
Oligodendrozyten kénnen taglich bis zum Dreifachen ihrer Zellmasse an Myelin produzieren.
Wahrend die myelinbildenden Zellen des peripheren Nervensystems, die Schwannzellen, nur ein
Axon umhdillen, kénnen die Oligodendrozyten des ZNS 5 bis 50 Axonsegmente verschiedener Axone
mit ihren Membranfortsatzen umhdllen (Butt und Ranson, 1989; Bjartmar et al., 1994).

Die Membranzusammensetzung des Myelins unterscheidet sich stark von der Ursprungszelle. Im
Myelin ist mit 70 % des Trockengewichts der Lipidgehalt viel héher als auf dem Zellkérper des
Oligodendrozyten (40 %) (Ludwin, 1997). Die Proteinkomponenten im Myelin dienen hauptséchlich
zur Aufrechterhaltung der Myelinstruktur.

Ein wichtiges myelinspezifisches Membranprotein ist das Proteolipid Protein (PLP). Es bewirkt die
gegenseitige Verankerung der gestapelten Myelinschichten (Griffiths et al., 1995). Das basische
Myelinprotein (myelin basic protein - MBP) macht 35 % des Myelinproteins aus (Hildebrand et al.,
1993). Es wird auf der zytoplasmatischen Seite der Membran exprimiert und bewirkt durch die
Verankerung der gegenliberliegenden Membranseiten jeweils eines Auslaufers die Kompaktierung
des Myelins (Deber und Reynolds, 1991). Obwohl die Myelinproteine nur in relativ kleinen Mengen
vorkommen, kann ihre Abwesenheit zu schweren Myelinisierungsstérungen filhren. Das Charcot-
Marie-Tooth-Syndrom ist eine Erbkrankheit des Menschen, bei der aufgrund von Stérungen bei der
Ausbildung der Myelinschicht die Nervenleitgeschwindigkeit stark herabgesetzt ist. Die Patienten
leiden unter anderem unter Seh-, Sprach- und Bewegungsstoérungen. Genetische Analysen haben
gezeigt, dal’ eine Mutation des Hauptproteins des peripheren Myelins, des PMP22-Proteins die
Ursache fur die Erkrankung ist (LeGuern et al., 1997; Warner et al., 1996). Das Pelizaeus-



Merzbacher-Syndrom ist eine Erbkrankheit, die durch eine Veranderung des PLP-Genes verursacht
wird (Inoue et al., 1996). Auch diese Krankheit ist mit schweren Beeintrachtigungen wie spastischen
Lahmungen, Bewegungsstdrungen sowie stark herabgesetzter Intelligenz verbunden, die durch den
Schwund der Markscheiden vor allem in den Grofl3hirnhemisphéren hervorgerufen werden.

Die Auswirkungen von Mutationen dieser Myelinproteine auf den Aufbau der Myelinstruktur werden in
Tierexperimenten untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dal3 sowohl die Mutation des PLP-Genes
bei Mausen des "jimpy-" Genotyps (Schneider et al., 1995) als auch die Mutation des MBP-Genes bei
Mausen des"shiverer-" Typs (Roach et al., 1985) eine starke Stérung der Myelinbildung bewirken
(Rosenbluth, 1980).

Abbildung 1
Oligodendrozyten bilden die Myelinscheide von Axonen

Oligodendrozyten besitzen zahlreiche flache Auslaufer, die beim Kontakt mit einem unmyelinisierten
Axonbereich dieses fest umwickeln. Zwischen den myelinisierten Abschnitten bleiben kurze
Abschnitte der Axonmembran frei und somit fahig zur Weiterleitung von Aktionspotentialen. Dabei
kann ein Oligodendrozyt bis zu 50 Axone myelinisieren.

1.2 Oligodendrozyten entwickeln sich aus proliferierenden Vorlauferzellen in
den subventrikularen Zonen

Zur Ausbildung der komplexen Struktur des Nervensystems muissen die Stammzellen zur richtigen
Zeit und am richtigen Ort ihren entsprechenden Differenzierungsweg durchlaufen. Die Informationen
hierzu kdnnen der Zelle vererbt werden oder durch Faktoren aus ihrem lokalen Umfeld vermittelt
werden. Wéhrend die ontogenetische Entwicklung von weniger hoch entwickelten Organismen
weitgehend autonom reguliert wird, steht bei Vertebratenembryonen die direkte Beeinflussung des
Entwicklungsweges durch lokale Wechselwirkungen zwischen Zellen im Vordergrund.

Der Ursprung aller Neuronen und Gliazellen des Zentralnervensystems sind Stammzellen, die in der
frihen Embryonalentwicklung die zerebralen Ventrikel des Neuroepithels, den Spinalkanal sowie den
optischen Kanal auskleiden (Levison und Goldman,1993; Cameron-Curry und Le-Douarin, 1995;
Miller, 1996). Oligodendrozyten entstehen aus proliferierenden Vorlauferzellen, die wahrend der
frihen Embryonalentwicklung aus den Keimzonen um die Ventrikel in die spétere weil3e Substanz
einwandern (Gansmiiller et al., 1991, Warf et al., 1991, Yu et al., 1994). Uber die Faktoren, die diese
Zellbewegung steuern, ist noch nicht viel bekannt. Es wird vermutet, daf’ Zelladh&sionsmolekuile
(Ludwin, 1997) und lokale Gradienten von Wachstumsfaktoren (McMorris und McKinnon, 1996) dabei
eine grol3e Rolle spielen. Um diese Mechanismen besser verstehen zu kdnnen, wurden die
Eigenschaften und die Entwicklung der Oligodendrozyten in vitro untersucht (Hardy und Reynolds,
1991; Noble und Wolswijk, 1992; Raff et al., 1983; Cameron und Rakic, 1991Cameron und Rakic,
1991). Oligodendrozyten-Vorlauferzellen teilen sich auch in Zellkultur bei Zugabe von
Wachstumfaktoren wie PDGF und bFGF (Noble et al., 1990) oder Astrozyten-konditioniertem
Medium (Raff et al., 1988).



Fur Vorlauferzellen aus verschiedenen Hirnregionen konnte gezeigt werden, daf3 sich diese in Kultur
in serumfreiem Medium zu Oligodendrozyten oder bei Zusatz von fétalem Kéalberserum (FCS) zu
Typ2-Astrozyten entwickeln (Raff et al., 1983). Bisher konnte jedoch nur in einer Untersuchung
gezeigt werden, dal3 diese Vorlauferzellen sich auch in vivo zu Typ2-Astrozyten entwickeln kdnnen
(Levison und Goldman,1993).

1.3 Die Entwicklung der Oligodendrozyten ist durch die Expression spezifischer
Antigene gekennzeichnet

Die Entwicklung der Oligodendrozytenvorlauferzellen zu reifen Oligodendrozyten ist durch die
Expression verschiedener Zelloberflachenantigene und die Reaktion auf verschiedene
Wachstumfaktoren gekennzeichnet. Das friheste experimentell untersuchte Stadium der
Oligodendrozytenentwicklung ist durch die Expression der Zelloberflachenantigene (Ganglioside)
gekennzeichnet, die durch den monoklonalen Antikdrper A2B5 (Eisenbarth et al., 1979) erkannt
werden. Diese frilhen Vorlauferzellen proliferieren in Reaktion auf eine Reihe von
Wachstumsfaktoren wie PDGF und bFGF (Noble et al., 1988) und sind zur Wanderung fahig (Small
et al., 1987). bFGF verhindert zuséatzlich die Ausdifferenzierung der Vorlauferzellen und bewirkt eine
erhéhte Synthese von PDGF-Rezeptoren (McKinnon und Yellen, 1990).
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Schema der Oligodendrozytenentwicklung

Die Entwicklung von Oligodendrozyten aus dem optischen Nerv der Ratte aus ihren Vorlauferzellen in
vitro ist durch die Expression spezieller Antigene gekennzeichnet.

Waéhrend der weiteren Entwicklung verlieren die frihen Vorlauferzellen ihre migratorische Aktivitét
sowie die A2B5-Antigene und exprimieren Antigene (Sulfatid, Seminolipid), die durch den
monoklonalen Antikérper O4 (Sommer und Schachner, 1981) erkannt werden sowie das Gangliosid
GD3 (Goldmann et al., 1984; Curtis et al., 1988) und werden dann als spéte Vorlauferzellen
bezeichnet. Diese Zellen entwickeln eine komplexere Morphologie mit mehreren Auslaufern und
reagieren nicht mehr auf den Wachstumsfaktor PDGF (Fok und Miller, 1994), proliferieren z.T. jedoch
noch nach Stimulation mit bFGF.

Das folgende Entwicklungsstadium der sich normalerweise nicht mehr teilenden frithen
Oligodendrozyten ist durch eine zusétzliche Expression von O1-Antigenen, (Sommer und Schachner,
1981) (Galaktocerebrosid, Monogalaktosyl-diglyzerid, Psychosin), (Raff et al., 1978; Ranscht et al.,
1982; Bansal et al., 1989) gekennzeichnet. Bei den reifen, myelinbildenden Oligodendrozyten kommt
dazu noch eine Expression des O10-Antigens, des Proteolipid-Proteins (Kuhlmann et al., 1988, Jung
et al., 1996) und von weiteren Myelinproteinen wie 2'3'zyklische-Nukleotid-3'-Phophohydrolase (CNP),
Myelin-assoziiertes Glykoprotein (MAG), basisches Myelinprotein und
Myelin/Oligodendrozytenprotein.

Man nimmt an, dal3 die Differenzierung der Oligodendrozyten in vivo mit einem &hnlichen Zeitverlauf
vonstatten geht (Temple und Raff, 1986).



Die Oligodendrozytenbildung muf3 auch in vivo relativ stark reguliert werden. Im optischen Nerv der
Ratte sterben ca. 50 % der Oligodendrozyten durch programmierten Zelltod (Apoptose) aufgrund der
limitierten Menge an Wachstumsfaktoren (Barres et al., 1992). Wahrend der weiteren Differenzierung
der Zellen scheint die elektrische Aktivitat von Axonen eine fir das Uberleben der Oligodendrozyten
und die Myelinbildung wichtige Bedingung zu sein (Barres und Raff, 1993). Oligodendrozyten, die in
diesem Stadium nicht innerhalb weniger Tage ein unmyelinisiertes Axon erreicht haben, sterben
durch Apoptose (Raff et al., 1993). Auf diese Weise wird eine optimale Dichte an Myelin erreicht.

14 Oligodendrozytenvorlauferzellen exprimieren spannungsgesteuerte
lonenkanéle

Lange Zeit galten Gliazellen aufgrund ihres negativen Membranpotentials und ihrer hohen
Kaliumleitfahigkeit als elektrisch passiv. In der letzten Zeit wurden jedoch auch bei Gliazellen
spannungs- und ligandengesteuerte lonenkanale gefunden (Ubersicht s. Barres et al., 1990c,
Sontheimer, 1994). Das Expressionsmuster der Kaliumstrome ist bei Gliazellen spezifisch fir ihr
Entwicklungsstadium (Sontheimer et al., 1989). Oligodendrozytenvorlauferzellen exprimieren
vorwiegend auswarts rektifizierende Kaliumstrome ("delayed rectifier" und z.T. "A-Typ-" Stréme), zu
einem geringen Anteil auch spannungsabhéngige Kalzium- und Natriumkanéle sowie GABA- und
Glutamatrezeptoren (Barres et al., 1990a, von Blankenfeld und Kettenmann, 1991, Patneau et al.,
1994). Im Gegensatz dazu besitzen reife Oligodendrozyten eine passive und/ oder einwarts
rektifizierende Kaliumleitfahigkeit.
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Abbildung 3
Am lonentransport von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen beteiligte Membranproteine

Oligodendrozyten-Vorlauferzellen verfigen im Gegensatz zu reifen Oligodendrozyten Uber
spannungsaktivierte, auswarts rektifizierende K* Kanale, sowie iiber ionotrope GABA, und
Glutamatrezeptoren. Der Kaliumgradient tiber der Zellmembran wird durch die Na'/K* ATPase
aufrechterhalten.



1.5  Spannungsabhéngige K Stréme

Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv-Kanéale) werden durch Membrandepolarisation aktiviert
(Hille, 1992). Wahrend sowohl beim Ruhemembranpotential als auch bei hyperpolarisierenden
Potentialen kein Strom durch diese Kanéle flief3t, werden die Kv-Kanéle mit steigender
Depolarisierung (Aktivierungsschwelle um -40 mV) aktiviert. Zusétzlich tritt aber eine
spannungsabhéangige Inaktivierung der einmal getffneten Kandle statt, die zur Folge hat, dal3 bei
stark depolarisierenden Potentialen die Leitfahigkeit der Kv-Kanéale wieder abnimmt.

Historisch gesehen unterscheidet man zwei Typen spannungsabhangiger Kaliumstrome. Die "delayed
rectifier" aktivieren mit einer zeitlichen Verzégerung ("delay") und inaktivieren langsam
(Zeitkonstanten>100ms). Die "A-Typ-" Strome dagegen inaktivieren sehr schnell mit
Zeitkonstanten<100ms (Connor und Stevens, 1971a; Connor und Stevens, 1971b) und werden erst
durch Hyperpolarisation erneut aktiviert.

1.6  Spannungsgesteuerte Kaliumkanale sind heteromere
Transmembranproteinkomplexe

Ein funktioneller Kanal besteht bei spannungsabhangigen Kaliumkanéalen aus vier a-Untereinheiten,
die die Kanalpore bilden (s. Abb. 4) (Liman et al., 1992). Zusatzlich kénnen an der zytoplasmatischen
Seite vier b-Untereinheiten gebunden sein (s. Abb. 4A).

Jede a-Untereinheit enthalt sechs hydrophobe Transmembrandoménen (S1-S6). Die C- und N-
terminalen Enden jeder Untereinheit befinden sich auf der zytoplasmatischen Seite (s. Abb. 4B). Die
eigentliche Porenstruktur wird durch die Region gebildet, die die Segmente S5 und S6 verbindet (H5
oder P-Region). Ebenfalls am Aufbau der Pore beteiligt sind die Struktur zwischen dem S4 und S5-
Segment und das carboxyterminale Ende des S6-Segments. Man nimmt an, daf3 die S4-Doméane
eine Komponente des Spannungssensors darstellt, denn sie enthélt an jeder dritten Stelle eine
basische Aminosaure (Lysin oder Arginin), die eine positive Nettoladung tragt (Papazian et al.,
1991)(Ubersicht s. Catterall, 1988; Chandy und Gutman, 1995; Pongs, 1992).

Fur die Inaktivierung von spannungsabhéngigen Kaliumkanélen sind zwei verschiedene
Mechanismen bekannt, die durch unterschiedliche strukturelle Elemente des Kanalmolekils bewirkt
werden (Hoshi et al., 1990; Hoshi et al., 1991) Die schnelle Inaktivierung (sog. N-Typ-Inaktivierung)
wird durch eine Region nahe dem N-Terminus des Molekiils, den Inaktivierungspartikel, bewirkt. Eine
andere, langsamere Inaktivierung wird durch Strukturen am C-Terminus des Molekiils bewirkt (C-Typ-
Inaktivierung).

Spannungsabhéngige Na* und Ca’* Kanale haben eine dhnliche molekulare Struktur wie Kv-Kanale,
allerdings existiert dort nur eine porenbildende Untereinheit mit 4x6 Transmembranregionen (s.
Catterall, 1988).



Kanal-Pore

F-Untereinheiten

Abbildung 4
Molekularer Aufbau von spannungsabhangigen Kaliumkanélen

A) Ein spannungsabhangiger Kaliumkanal wird aus 4 transmembranen a-Untereinheiten gebildet, an
die auf der zytoplasmatischen Seite der Membran 4 b-Untereinheiten gebunden sein kénnen.

B) Eine a-Untereinheit ist ein Protein mit 6 hydrophoben Transmembrandoméanen. Die Pore befindet
sich zwischen der 5. und 6. Transmembrandoméane, N- und C-Terminus befinden sich auf der
zytoplasmatischen Membranseite.

1.7 Spannungsgesteuerte Kaliumkanéle kodieren fur eine Vielzahl
unterschiedlicher Kaliumstrome

In den letzten Jahren wurden mit elektrophysiologischen und pharmakologischen Methoden eine
Vielzahl unterschiedlicher Kaliumstréme beschrieben. Diese grof3e Heterogenitat ist zum einen durch
eine hohe Anzahl unterschiedlicher K* Kanalgene sowie zum anderen durch eine Vielzahl von
Regulationsmechanismen begriindet.

Die Zahl der K* Kanalgene ist nicht nur in Saugern, sondern auch in weniger hoch entwickelten Tieren
sehr grof3. Das Nervensystem des Nematoden Caenorhabditis elegans besteht aus nur 302
Neuronen. Im Rahmen des C. elegans Genomprojekts wurde die bis jetzt sequenzierte DNA-Menge
(ca. 45 %) auf vorhandene K" Kanalgene getestet (Wei et al., 1996). Dabei wurden insgesamt 38 K*
Kanalgene gefunden. Darauf aufbauend wird die Zahl der Kaliumkanalgene im gesamten C. elegans
Genom auf 50-80 geschatzt.

Insgesamt sind mindestens 21 verschiedene a-Untereinheiten von spannungsabhéngigen
Kaliumkanélen bekannt. Diese lassen sich anhand der Sequenzhomologie in 9 Gruppen unterteilen
(Kv1 bis Kv9) (Chandy und Gutman, 1995). Die grof3te Gruppe bildet die Kvl-Familie (oder Shaker-
Kanalfamilie) (Tempel et al., 1987, Papazian et al., 1987), die urspriinglich aus der Fruchtfliege



Drosophila melanogaster kloniert wurde (Kamb et al., 1987) mit bislang 6 Kanalmolekilen (Kv1.1-
Kv1.6). Alle Kanéle dieser Gruppe werden im Zentralnervensystem mit unterschiedlichem regionalem
Verteilungsmuster exprimiert (Veh et al., 1995).

Viele Kaliumkanalmolekile sind kloniert und in Expressionssystemen funktional exprimiert worden
(Timpe et al., 1988, Grissmer et al., 1994). Die elektrophysiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften der homomeren Kanéle sind daher schon relativ gut bekannt. Diese Daten lassen sich
jedoch in den meisten Féllen nicht mit in situ vorkommenden K* Strémen korrelieren.

Dies liegt einerseits daran, daf3 innerhalb einer Kanalfamilie sowohl homotetramere Kanéle als auch
heterotetramere Kanéle mit gemischten Eigenschaften gebildet werden kénnen (Ruppersberg et al.,
1990, Sheng et al., 1993). Durch die Assoziation von b-Untereinheiten werden andererseits die
elektrophysiologischen Eigenschaften zusatzlich verandert, a/b Kanéle inaktivieren sehr viel schneller
(innerhalb weniger ms) als Kanéle ohne assoziierte b-Untereinheiten (Rettig et al., 1994, Heinemann
et al., 1996, Nakahira et al., 1996).



Kanalfamilie Kanalmolekdl | Aktivierungs- Inaktivierungs- |Vorkommen
kinetik kinetik
Shaker (Kv1) Kv1.1 schnell DR ZNS
Kvl.2 schnell DR Herz, ZNS
Kv1l.3 schnell DR T-u. B-Zellen,
ZNS
Kvl.4 schnell A-Typ Herz, ZNS
Kvl.5 schnell DR Herz, ZNS,
glatte
Muskulatur
Kv1l.6 schnell DR ZNS
Shab (Kv2) Kv2.1 langsam DR ZNS, Herz
Kv2.2 langsam DR ZNS
Shaw (Kv3) Kv3.1 langsam DR T-Zellen
Kv3.2 langsam DR ZNS
Kv3.3 langsam A-Typ ZNS
Kv3.4 langsam A-Typ Skelettmusk.ZN
S
Shal (Kv4) Kv4.1 schnell A-Typ ZNS
Kv4.2 schnell A-Typ ZNS, Herz
Kv4.3 schnell A-Typ
Kv5 Kv5.1 kein Strom Modulation von
Kv2
Kv6 Kv6.1 kein Strom Modulation von
Kv2
Kv7 ? ? ?
Kv8 Kv8.1 kein Strom Modulation von ZNS
Kv2/Kv3
Kv9 Kv9.1 kein Strom Modulation von ZNS
Kv2
Kv9.2 kein Strom Modulation von ZNS

Kv2

Tabelle 1: Arten von spannungsabhéangigen Kaliumkanalmolekilen

Weiterhin sind fur spannungsgesteuerte Kaliumkanéle verschiedene Regulationsmechanismen
sowohl auf mMRNA-Ebene (Expression von unterschiedlich effektiv translatierten mRNAs, Wymore et
al., 1996) als auch auf Proteinebene (Phoshorylierung, Levitan, 1994) beschrieben worden.
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Die Proteinsequenz der Shaker (Kvl) Kanéle ist zwischen den unterschiedlichen Spezies stark
konserviert (z.B. Mensch und Rind: mehr als 98 % Identitat des Proteins). Dies ist ein Anhaltspunkt
dafir, daf? diese Kaliumkanale wichtige Funktionen in der Physiologie der Zellen erfiillen.

1.8 Spannungsabhangige Kaliumkanéle regulieren wichtige Zellfunktionen

Spannungsabhangige Kaliumkandle spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellfunktion
sowohl in erregbaren als auch in nichterregbaren Zellen.

Waéhrend ihre Aktivierung in nichterregbaren Zellen vorwiegend eine Stabilisierung des
Membranpotentials bewirkt, sind sie in erregbaren Zellen zuséatzlich an der Strukturierung des
Aktionspotentials beteiligt. Dabei werden durch die Depolarisation der Zellmembran "delayed rectifier-
" K" Kanéle aktiviert. Diese 6ffnen mit einer zeitlichen Verzégerung von ungefahr 2 ms und fiihren
durch einen Ausstrom von Kaliumionen zu einer Repolarisation der Membran. (Hille, 1992). Die
Expression dieser Kandale hat somit einen grofRen Einflu3 auf die Ladnge und Amplitude des
Aktionspotentials (Barish, 1986).

Langandauernde Aktionspotentiale (100-1000 ms; Hille, 1992) fiihren durch die Aktivierung von
spannungsabhéngigen Kalziumkanalen zu einem signifikanten Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration (Barish, 1991). Der Kalziumeinstrom hat Einflu3 auf die Menge des an
Synapsen ausgeschitteten Neurotransmitters (Zucker, 1993, Reuter, 1996), dieser wiederum kann
die Ausbildung von funktionalen Synapsen beeinflussen (Henderson et al., 1984 fiir die Ausbildung
von Neuron-Myozyten-Kontakten). Auf3erdem kann durch den intrazellularen Kalziumanstieg die
Genexpression beeinflut werden, und damit z.B. Neuritenwachstum oder neuronale
Differenzierungsvorgange (Jones und Ribera, 1994, Holliday und Spitzer, 1993) gesteuert werden.

Weil die "delayed rectifier-" Kaliumkanale wahrend der Repolarisation des Aktionspotentials nur
langsam inaktivieren, kommt es zu einer leichten Hyperpolarisation der Zellmembran (10-20 mV).
Durch diese Hyperpolarisation werden die A-Typ-Strome aktiviert (halbmaximale
Aktivierungsspannung ca. -70 mV, Hille, 1992), die jedoch schnell spannungsabhangig wieder
inaktivieren. Auf diese Weise regulieren A-Typ-K*-Stréme in Neuronen die Zeitspanne zwischen zwei
Aktionspotentialen und somit die "Feuerrate" des Neurons. Diese stellt einen wichtigen Parameter bei
der Verschlisselung der neuronalen Information dar.

In den Pyramidenzellen des Hippocampus z.B. ist die Dichte von "A-Typ" K" Kanalen in den
Dendriten besonders hoch. Dies verhindert die Initiation von Aktionspotentialen in den Dendriten
sowie die Ruckwartsleitung von am Axonhtigel ausgeldsten Aktionspotentialen (Hoffman et al., 1997).

Wahrend in neuronalen Zellen bereits viel Uber die physiologische Rolle von spannungsabhangigen
Kaliumkanélen bekannt ist, sind die physiologischen Konsequenzen der Expression dieser Kandle in
nichterregbaren Zellen nur wenig bekannt. U.a. wurde eine Rolle von spannungsabhéngigen
Kaliumkanalen bei der Regulation der Zellproliferation (Knutson et al., 1997, Lepple-Wienhues et al.,
1996), bei der Volumenregulation (Deutsch und Chen, 1993) und beim programmierten Zelltod
(Apoptose) (Yu et al., 1997) beschrieben.

Gallo et al., 1996 zeigten an kultivierten Oligodendrozytenvorlauferzellen, daf3 die Aktivierung von
Glutamatrezeptoren (des AMPA/Kainat-Typs) die Proliferation und Weiterdifferenzierung dieser
Zellen hemmt. Dieser Effekt ist durch die Blockierung von "delayed rectifier-" K* Kanalen mit
Tetraethylammonium (TEA) reproduzierbar. Es wird angenommen, daR der Einstrom von Na" iiber
den Rezeptorkanal zu einer Erhéhung der intrazellularen Na* Konzentration und somit zu einem
Block von auswarts rektifizierenden Kaliumkanélen fuhrt (Borges und Kettenmann, 1995, Knutson et
al., 1997).

1.9  Gliale Neurotransmitterrezeptoren kdnnen Neuron/Glia-Interaktionen
vermitteln

Gliazellen befinden sich im Gehirn in engem Kontakt mit neuronalen Zellkérpern, Axonen und
synaptischen Strukturen. Eine Reihe von Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik, Kalzium-
Imaging-Techniken sowie mit molekularbiologischen Techniken haben gezeigt, daf3 nicht nur
Neuronen, sondern auch Gliazellen abhéngig von Entwicklungsstadium, Zelltyp und der
entsprechenden Hirnregion spannungsabhangige lonenkanéle (Barres et al., 1990a; Barres et al.,
1990b; Sontheimer und Waxman, 1993; Sontheimer, 1994) und Neurotransmitterrezeptoren (von
Blankenfeld und Kettenmann, 1991; Berger et al., 1992; Patneau et al., 1994; Gallo und Russell,
1995) exprimieren kénnen. Aufgrund der anatomischen Nahe zu neuronalen Elementen sind
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Gliazellen, die Rezeptoren fur die entsprechenden Neurotransmitter besitzen, in der Lage, neuronale
Signale zu empfangen. Astrozyten bilden nach Stimulation mit Glutamat vermehrt Auslaufer. Auf
diesem Wege vermutet man eine léngerfristige Modulation der synaptischen Verbindungen, wie sie
z.B. fur das Langzeitgedachtnis notwendig sind (von Blankenfeld und Kettenmann, 1991).

1.10 Kaliumkanale werden durch die Aktivierung von Glutamatrezeptoren
beeinfluft

Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorlauferzellen zeigen rezeptorvermittelte Antworten auf den
wichtigsten erregenden Neurotransmitter im ZNS, Glutamat. Diese lassen sich auf unterschiedliche
Arten von Rezeptoren zuriickfuhren.

Die Signalweiterleitung von Transmitterrezeptoren kann entweder metabotrop, d.h. durch die
Aktivierung von intrazellularen "second-messenger" Kaskaden oder ionotrop durch das Offnen eines
in den Rezeptor integrierten lonenkanals geschehen. lonotrope Glutamatrezeptoren besitzen einen
relativ wenig selektiven Kationenkanal, der bei Aktivierung des Rezeptors einen vorwiegend von
Natriumionen (z.T. auch Kalziumionen) getragenen Einwartsstrom bewirkt (Schneggenburger et al.,
1993, Tempia et al., 1996). Glutamatrezeptoren lassen sich weiterhin aufgrund ihrer Selektivitat fur
die Agonisten NMDA (N-methyl-D-Aspartat), AMPA (Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionat)
oder Kainat unterscheiden. Am meisten verbreitet sind ionotrope Rezeptoren des non-NMDA-Typs,
die durch die Agonisten AMPA und Kainat und den spezifischen Antagonisten DNQX (6,7-
Dinitroquinoxalin-2,3-dioxion) charakterisiert sind (s. von Blankenfeld und Kettenmann, 1991). In
Zellen der Oligodendrozyten-Linie wurden AMPA/Kainat-Rezeptoren u.a. in Zellkulturen des jungen
und adulten optischen Nervs der Ratte (Borges und Kettenmann, 1995), sowie embryonalem Maus-
Gehirn (Borges et al., 1994), frisch isolierten Zellen des unreifen optischen Nervs und in Hirnschnitten
des corpus callosum der Maus (Berger et al., 1992) gefunden. In kultivierten Rattenoligodendrozyten
und Oligodendrozytenvorlauferzellen konnten Patneau et al. (Patneau et al., 1994) die mRNAs fir die
AMPA-Rezeptor-Untereinheiten GluR1 (nur gering), GluR2,3und 4 sowie die Kainat-Rezeptor-
Untereinheiten GIuR6,7 und KA1 und KA2 nachweisen.

In einer Vielzahl von Zellen, u.a. kultivierte embryonale (Borges et al., 1994) und adulte
Oligodendrozytenvorlauferzellen (Borges und Kettenmann, 1995), Bergmann Gliazellen (Mdiller et al.,
1992) oder Gliazellen des Hippocampus in situ (Jabs et al., 1994) flhrt eine Aktivierung der
AMPA/Kainatrezeptoren zu einer Reduktion der Kaliumleitfahigkeit. In Bergmanngliazellen wird dies
durch einen Kalziumeinstrom tber den AMPA/Kainatrezeptor und anschlielenden Block von
Kalzium-sensitiven Kaliumkanélen bewirkt (Muller et al., 1992).

In kultivierten Oligodendrozytenvorlauferzellen aus embryonalem Maushirn fuihrt die Aktivierung des
AMPA/Kainatrezeptors zu einer Blockade von Kalium-Auswartsstrémen des "delayed-rectifier-" Typs,
wahrend die Einwartsstréme nicht beeinfluRt werden (Borges et al., 1994). Dieser Effekt wird nicht
durch einen Kalziumeinstrom in die Zelle bewirkt, da er in kalziumfreier Lésung nicht reproduziert
werden konnte. Es wird vermutet, daf? dieser Block durch einen Einstrom von Natrium-lonen tber das
Rezeptormolekiil vermittelt wird und die erhohte intrazellulare Na® Konzentration die K™ Kanéle
blockiert (Borges und Kettenmann, 1995)

Derselbe Mechanismus wird von Robert und Magistretti (Robert und Magistretti, 1997) fir den
AMPA/Kainat-rezeptorvermittelten Block von K* Strémen in kultivierten Astrozyten vorgeschlagen.

1.11 Expression von inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren (GABA-
Rezeptoren) in Oligodendrozyten/Oligodendrozytenvorlauferzellen

Inhibitorische Neurotransmitter (wie z.B. GABA) fihren nach der Aktivierung der entsprechenden
Rezeptoren zu einer Hyperpolarisation des Membranpotentials.

lonotrope GABA-Rezeptoren sind permeabel fir Chlorid und werden durch den spezifischen
Agonisten Muscimol gedffnet und durch den spezifischen Antagonisten Bicucullin sowie den
Chloridkanalblocker Picrotoxin gehemmt (von Blankenfeld und Kettenmann, 1991). Bei Neuronen
hingegen wirkt GABA als inhibitorischer Transmitter, da aufgrund der niedrigeren intrazellularen
Chloridkonzentration die Rezeptoraktivierung zu einem Einstrom von CI lonen und damit zu einer
Hyperpolarisation der Zellmembran fiihrt. Bei Gliazellen und bei einigen Neuronen (z.B. Kdrnerzellen)
hingegen kommt es zu einem Ausstrom von CI" lonen aus der Zelle und dementsprechend zu einer
Depolarisation.

Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorlauferzellen exprimieren ionotrope GABA-Rezeptoren des
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GABA,-Typs (Kettenmann et al., 1991; Berger et al., 1992; Butt und Tutton, 1992).

Sowohl in Bergmann Gliazellen (Muller et al., 1994), kultivierten Koérnerzellen (Labrakakis et al.,
1997) und in Astrozyten und Oligodendrozytenvorlauferzellen in Rickenmarksschnitten von
neonatalen Ratten (Pastor et al., 1995) fuhrt die Aktivierung von GABA-Rezeptoren zu einer
Blockierung von Kaliumstrémen.

Da Gliazellen somit in der Lage sind, neuronale Signale zu empfangen, ist es anzunehmen, dai3
Gliazellen auch aktiv an der Signaliibertragung im Gehirn teilnehmen.
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2 Zielstellung

Wahrend reife Oligodendrozyten ausschliel3lich passive Kaliumstrome besitzen, exprimieren
Oligodendrozytenvorlauferzellen spannungsgesteuerte K* Strome.

Es ist bekannt, daRR die Aktivitat von spannungsgesteuerten Kaliumkanalen einen Einflu auf die
Proliferation sowie die Differenzierung dieser Zellen hat. Es ist zwar eine Vielzahl von
spannungsabhangigen Kaliumkanalgenen bekannt, aber es gibt es noch wenig Daten Uber die
Expression dieser Kandle in priméren Zellen des Nervensystems.

Die gréRte und am besten untersuchte Gruppe von spannungsgesteuerten Kaliumkanéalen bildet die
Kvi1-Familie (Shaker-Familie). Mit dieser Arbeit soll untersucht werden, welche Molekuile dieser
Familie auf Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimiert werden und in welcher Weise diese Kanéle
zum Gesamtzellstrom beitragen. Die Untersuchung der Expression dieser Kanéle soll auf mRNA
Ebene mit Hilfe der Einzelzell-PCR-Technik sowie auf Proteinebene durch immunozytochemische
Farbungen erfolgen.

Mit Einzelzell-PCR-Experimenten soll die Expression von Kv1-Transkripten in kultivierten
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen getestet werden und mit dem Ganzzellstrommuster der Zellen
verglichen werden. Durch die Verwendung von degenerierten Primern kann untersucht werden, ob in
einer Zelle mehrere Kv1 Transkripte gleichzeitig exprimiert werden. Um eine Korrelation zwischen
Transkriptexpression und Strommuster zu finden, werden die Zellen vor der PCR-Analyse im
Ganzzellmodus der Patch-Clamp-Technik untersucht.

Mit immunozytochemischen Farbungen soll untersucht werden, welche Proteine der Kv1l-Familie auf
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimiert werden und ob diese Kanéle vorwiegend in spezifischen
subzellularen Bereichen exprimiert werden. Durch eine Kombination von Farbungen und
Elektrophysiologie bzw. Pharmakologie soll der Anteil der einzelnen identifizierten Kvl Kanale zum
Gesamtstrom abgeschéatzt werden.

Die gemessenen Parameter sollen mit den Daten aus Expressionssystemen verglichen werden.

Es ist bekannt, dal3 es bei der Aktivierung von exzitatorischen Neurotransmitterezeptoren vom
Kainat-Typ zur Blockierung von auswarts rektifizierenden Kaliumkanalen kommt. Aus diesem Grunde
soll untersucht werden, ob auch inhibitorische Neurotransmitterrezeptoren spannungsabhéngige
Kaliumkanéle beeinflussen kénnen. Fir diese Untersuchungen soll die GABA-Antwort an kultivierten
Kornerzellen als Modell dienen. Im "cell-attached" Modus der Patch-Clamp-Konfiguration soll die
Reaktion von einzelnen Kaliumkanalen bei der Applikation von GABA untersucht werden.
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3 Methoden
3.1 Zellkultur

3.1.1 Préaparation der Oligodendrozytenkulturen

Die Oligodendrozyten-Primérkulturen wurden nach der Methode von Trotter et al. (Trotter et al.,
1989) aus dem Gesamthirn von 14 bis 15 Tage alten Mausembryonen hergestellt. Tréachtige NMRI
(Naval Medical Research Institut) Mause (Tierstall des MDC, Berlin-Buch) wurden getotet, die
Embryonen enthnommen, dekapitiert und die Gehirne freiprépariert. Nach sorgfaltiger Entfernung der
Hirnhaute wurden die Gehirne dreimal mit HBSS™ (Hanks balanced salt solution, s. 3.1.3.) gewaschen
und anschliel3end fir eine Minute mit 1 % (10 mg/ml) Trypsin (Boehringer, Ingelheim, BRD) und 0,05
% (0,5 mg/ml) DNAse (Worthington, Lakewood, NY) in HBSS™ behandelt. Nach einmaligem Waschen
mit serumhaltigem BME-Medium (Kulturmedium Basal Medium Eagle, s. 3.1.3.) zur Beendigung der
Trypsin-Reaktion wurden die Zellen durch Aufziehen mit verschiedenen rundgeschmolzenen
Pasteurpipetten in Anwesenheit von 0,05 % DNAse bis zum Erhalt einer Einzelzellsuspension weiter
vereinzelt. Diese wurde anschlieRend zweimal mit HBSS™ gewaschen und mit einer Zelldichte von
2*10’ Zellen pro Flasche in10 ml BME" Medium in Poly-L-Lysin (PLL)-beschichtete Kulturflaschen
ausplattiert. Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO,-haltiger Atmosphére im
Brutschrank.

Die Neurone wurden nach finf Tagen in Kultur durch Immunzytolyse abgetétet. Dazu wurden die
Zellen in den Kulturflaschen mit dem monoklonalen Antikdérper M5 (Keilhauer et al., 1985) inkubiert
und danach fir ca. 20 min mit komplement-aktivem Meerschweinchenserum (7 %) behandelt.

Nach weiteren zwei bis drei Tagen besteht die Kultur aus einem konfluenten Astrozyten-Monolayer
und darauf relativ locker sitzenden Mikrogliazellen, Oligodendrozyten und
Oligodendrozytenvorlauferzellen. Durch leichtes Schiitteln werden zuné&chst die locker haftenden
Mikrogliazellen entfernt und nach Auffillen des Kulturmediums durch starkes Schiitteln die
Oligodendrozyten in Losung gebracht. Diese wurden mit einer Dichte von 1*10° Zellen pro Deckglas
auf mit einem Astrozytenmonolayer bewachsenen Deckglasern ausplattiert und in definiertem
Medium nach SATO mit 1 % Pferdeserum fur weitere 2-10 Tage Kultiviert.

3.1.2 Préaparation der Koérnerzellkulturen

Die Herstellung der Kérnerzellkulturen erfolgte aus sechs Tage alten NMRI M&ausen entsprechend der
von Wilkin et al., 1976 und Levi (Levi et al., 1984) fur Ratten beschriebenen Methode. Die M&use
wurden dekapitiert und die Kleinhirne freiprépariert und von den Hirnhauten befreit. Die Kleinhirne
wurden dreimal in HBSS™ gewaschen und dann fiir 10 Minuten bei 37°C mit 1 % (10 mg/ml) Trypsin
behandelt. Anschlieend wurde die Trypsinreaktion duch Zugabe von serumhaltigem BME-Medium
gestoppt und die Zellen in Anwesenheit von 0,05 % (0,5 mg/ml) DNAse durch Aufziehen mit einer
Pasteurpipette vereinzelt. Nach nochmaligem Waschen wurden die Zellen mit einer Dichte von 4*10°
Zellen pro Deckglas auf mit PLL-beschichtete Deckglaser ausplattiert. Die weitere Kultivierung
erfolgte in BME" Medium bei 37 °C und 5 % CO, Gehalt im Inkubator. Die elektrophysiologischen
Messungen erfolgten innerhalb von 7-15 Tagen in vitro.

3.1.3 Medien
Kulturmedium Basal Medium Eagle (BME) Earle’s:
BME Earle’s 9,29 g/l (Seromed)
NaHCO; 2,20 g/l
Glukose 2,24 g/ml
Penicillin 10 000 U/
Streptomycin 10 000 U/
L-Glutamin 2mM
BME":
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BME'-Ldsung (siehe oben) mit 10 % hitzeinaktiviertem Pferdeserum (Seromed/Gibco)

Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM):

DMEM 13,4 g/l (Serva)
HAM's F-12 10,6 g/l
NaHCO; 2,4 g/l

HEPES 3,6 g/l
Sato-Medium

(Bottenstein und Sato, 1979, modifiziert nach Barres et al., 1993)

DMEM-Pulver 13,4 g/l (Serva)
NaHCO; 24/
Transferrin 100 mg/I
Gentamyzin 25 mg/l
Insulin 10 mg/l
Putreszin 100 nM
Progesteron 200 nM
3,3',5-Triiod-L-Thryonin 500 nM
Natriumselenit 220 nM
L-Thyroxin 500 nM
Sato™:

Sato -Ldsung (siehe oben) mit 1 % hitzeinaktiviertem Pferdeserum (Seromed/Gibco)

Hanks’ balanced salt solution (HBSS))

NaCl 8,000 g

KCI 0,400 g/l
KH,PO, 0,060 g
NaHCO; 0,350 g/l
Na,HPO,*2H,0 0,113 g/l
Glucose 1,000 g/l
Phenolrot 0,005 g/l

pH mit NaOH auf 7,3 einstellen

HBSS®
HBSS' (siehe oben) mit 1,5 g/l MgSO,
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3.2 Elektrophysiologie
3.2.1 Methodik

Die von Neher und Sakmann (Neher und Sakmann, 1976) entwickelte Patch-Clamp-Technik
ermaglicht es, sowohl Membranstréme der gesamten Zellmembran als auch den Strom einzelner
lonenkanéle zu messen (Uberblick s. Hamill et al., 1981).

Bei dieser Technik wird eine Glasmikroelektrode (Spitzendurchmesser: 1-2 um) in sehr engen
Kontakt mit der Zellmembran gebracht. Die stabile Glas-Membran-Verbindung mit Widerstanden im
Gigaohm-Bereich bewirkt durch die elektrische Abschirmung des Membranstiickes von seiner
Umgebung ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhéltnis.

Die mechanische Stabilitat dieser Glas-Membran-Verbindung erlaubt es auch, weitere mechanische
Manipulationen durchzufiihren, ohne die hochohmige Verbindung zu zerstéren. Zur Untersuchung des
durch die gesamte Zellmembran flieBenden Stromes ("whole-cell* -Konfiguration) wird durch Anlegen
eines Unterdruckes das in der Pipette liegende Membranstlickchen zerrissen (Abb. 5) und man erhalt
einen niederohmigen Zugang zum Zellinneren.

Wahrend der Ganzzellableitung tauscht sich die Pipettenlésung durch Diffusion rasch mit dem
Zytoplasma aus, so daf3 die intrazellularen lonenverhéltnisse durch die Pipettenldsung vorgegeben
werden.

Die Messung von Einzelkanalstromen erfolgt entweder auf der Zelle im ,, cell-attached-Modus* oder
mit von der Zelle abgetrennten Membransticken im , inside-out-“ Modus oder im ,, outside-out-*
Modus (Abb. 5).

BIGAUZET "whole-cell"

"cell-attached" Pi\]::;ﬁe\

wegziehen

"i115 de-out"

Abbildung 5
Patch-Clamp-Konfigurationen nach Hamill et al., 1981.

Nachdem die Patchpipette auf die Zelle aufgesetzt wurde (Zelle stark verkleinert dargestellt), stellt
man durch vorsichtiges Saugen einen engen Pipetten-Membran-Kontakt (Gigaseal) her. In der "cell-
attached" Konfiguration kénnen die unter der Patchpipette befindlichen Kénale untersucht werden.
Durch starkes Saugen kann das Membranstiick unter der Patchpipette zerstoért werden. Man erhalt
dann einen leitenden Zugang zur gesamten Zelle und kann die Summenstrome der gesamten
Zellmembran untersuchen ("whole-cell* Konfiguration). Durch Wegziehen der Pipette aus der "cell-
attached" Konfiguration kann man das unter der Pipette befindliche Membranstiick von der restlichen
Zelle abtrennen und kann bei freiem Zugang zur Zellinnenseite einzelne lonenkanéle untersuchen
("inside-out" Konfiguration).
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3.2.2 Patch-Clamp Elektroden

Die Elektroden wurden aus Borosilikatglas (Hilgenberg, Malsfeld, BRD) mit einem horizontalen
Elektrodenziehgerat (Modell P-2000 und P87, Sutter Instruments, Novato, USA) gezogen. Fir die
Einzelkanalmessungen wurden Pipetten aus dickerwandigem Glas (Au3endurchmesser 1,5 mm,
Innendurchmesser 0,75 mm) mit Pipettenwiderstanden von 7-10 MW, fir Ganzzellableitungen
Pipetten aus diinnerwandigem Glas (AuRendurchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser 0,9 mm) mit
Pipettenwiderstanden von 4-7 MW verwendet.

3.2.3 Messplatz

Fur die Patch-Clamp-Messungen wurde eine MeRRapparatur bestehend aus einem aufrechten
Mikroskop (Zeiss, Oberkochen), Videouberwachungsanlage und einem uber einen Mikromanipulator
(SPI, Oppenheim, BRD) fernsteuerbaren Mel3pipettenhalter mit Patch-Clamp-Verstarker (EPC 9)
(Heka Elektronic, Lambrecht) aufgebaut.

Fur die elektrophysiologischen Ableitungen wurden die auf Deckgldschen kultivierten Zellen in eine
auf den Mikroskop-Kreuztisch montierte Plexiglaskammer transferiert, die kontinuierlich mit
Badlosung durchspiilt wurde (DurchfluRrate ca. 3 ml/min). Uber die Badperfusion wurden auch
Blocker, Transmitter und andere Substanzen appliziert.

Als Elektroden wurden Ag/AgCI-Elektroden verwendet, die Referenzelektrode befand sich in der mit
Badlosung durchspllten Mel3kammer, die Mel3elektrode in der mit Pipettenldsung gefillten
Melpipette.

Die Zellen wurden wurden tber die Videolberwachungsanlage ausgewéhlt und die MeRRpipette mit
Hilfe des Mikromanipulators auf die Zellmembran aufgesetzt. Durch leichtes Ansaugen wurde dann
eine stabile Glas-Membran-Verbindung im GW-Bereich (3-10 GW) hergestellt. Patch-Clamp-
Untersuchungen wurden sowohl im Ganzzellmodus als auch im , cell-attached” und , inside-out"
Modus (Hamill et al., 1981) durchgefuhrt. Die Membranstrome der Zellen wurden mit einem EPC-9
Verstarker (Heka Elektronic, Lambrecht, BRD) verstarkt, mit 10 kHz aufgenommen, mit einem 3 kHz
Tiefpass-Filter gefiltert, digitalisiert und auf der Festplatte eines Computers gespeichert. Da die
Kapazitat der Zellmembran Spannungsénderungen durch Umladestrome entgegenwirkt und damit
eine zeitliche Verzdgerung bewirkt, wurde eine automatische Kapazitdtskompensation durchgeftihrt.

Die Aufnahme und Auswertung der Daten sowie die Ansteuerung des Verstarkers und des
Mikromanipulators erfolgte mit dem Programm ,Wintida“ (Heka Elektronic, Lambrecht, BRD). Es
wurden verschiedene Spannungssprungprotokolle (s.u.) zur Stimulation von Membranstromen
verwendet. Der Aufbau eines Patch-Clamp-MeRplatzes ist in Abb. 6 schematisch dargestellt.

Yide okamera

"\—_._‘_‘__\ | i -J Video-
Mikroskaop ronitor
Badperfusion == [l
—7 \ Verstarker

S (EPC-9)

Fatchpipette

Ile Ak arrmer

Abbildung 6
Aufbau eines elektrophysiologischen Mel3platzes.

Die Zellen befinden sich unter dem Mikroskop in einer kontinuierlich von Badlésung durchstromten
Kammer. In der Patchpipette befindet sich die MefRelektrode, die mit dem Patch-Clamp-Verstéarker
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verbunden ist, die Referenzelektrode befindet sich in der MeBkammer. Der Verstarker stellt ein
bestimmtes Potential (Haltepotential) zwischen den Elektroden ein und mif3t den flieRenden Strom.

3.2.4 Spannungssprungprotokolle
3.2.4.1 Erfassung der spannungsaktivierten Strome (Spannungsprotokoll 1)

Dieses Protokoll wurde zur Charakterisierung der spannungsaktivierten Stréme der Zellmembran
angewandt. Ausgehend von einem Haltepotential von -70 mV wurde die Membran flr jeweils 50 ms
nacheinander auf 10 depolarisierende und 10 hyperpolarisierende Potentiale geklemmt (Abb. 7A).
Das Spannungsintervall betrug pro Sprung 10 mV.

3.2.4.2 Erfassung der ligandenaktivierten Strome (Spannungsprotokoll 2)

Spannungsprotokoll 2 wurde angewandt, um Anderungen der Leitfahigkeiten bei Applikation von
Neurotransmittern zu messen. Vom Haltepotential (-70 mV) aus wurden Sequenzen von de- und
hyperpolarisierenden Pulsen zu unterschiedlichen Potentialen (-35, -85, -10, -110, +15, -135, +40, -
160, +65 mV) gestartet. Die Pulsdauer betrug 50 ms, die Pause zwischen den einzelnen Pulsen 100
ms. Die Gesamtdauer einer Sequenz betrug zwei Sekunden. Diese Sequenz wurde im Laufe einer
Gesamtzeit von 10 Minuten jede sechs Sekunden wiederholt. Die resultierenden Strome wurden
kontinuierlich aufgezeichnet (Abb. 7B).

3.2.4.3 Erfassung von spannungsaktivierten Stromen, die spannungsabhangig
inaktivieren (Spannungsprotokoll 3)

Die Aufhebung der Inaktivierung erfolgt durch Hyperpolarisierung. Vom Haltepotential (-70 mV) wurde
die Membran zuerst auf -100 mV 400 ms lang hyperpolarisiert. Danach wurde wie bei Sprungprotokoll
1 fortgefahren (Abb. 7C).

3.2.4.4 Messung der "Steady-state"-Inaktivierung von spannungsaktivierten
Stromen (Spannungsprotokoll 4)

Um die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung von Strémen zu messen, wurden nacheinander de-
und hyperpolarisierende 3 s lange Prépulse gestartet und die Membran anschlieend auf +20 mV
geklemmt. Die Vorpuls-Potentiale betrugen zwischen -130 mV bis +10 mV mit einem
Spannungsinterval von 10 mV (Abb. 7D).

3.2.4.5 Spannungsrampen
Zur Erfassung der Spannungsabhangigkeit insbesondere von Einzelkanalstrémen wurden

Spannungsrampen verwendet. Dabei wurde das Pipettenpotential innerhalb von 1s kontinuierlich von
120 mV Hyperpolarisierung zu 120 mV Depolarisierung variiert (Abb. 7E).
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Abbildung 7

Spannungssprungprotokolle zur elektrophysiologischen Charakterisierung von Membranstromen mit
der Patch-Clamp-Technik

A) Spannungssprungprotokoll zur Erfassung der spannungsaktivierten Stréme
B) Spannungssprungprotokoll zur Erfassung von ligandenaktivierten Stromen

C) Spannungssprungprotokoll zur Erfassung von spannungsaktivierten Stromen mit
spannungsabhéangiger Inaktivierung

D) Protokoll zur Messung der "steady-state-" Inaktivierung von Membranstrémen
E) Spannungsrampe

3.2.5 LOsungen
a) Badl6sungen

Soweit nicht anders angegeben, wurde als Standard-Badlésung eine HEPES-gepufferte Salzlésung
mit folgender Zusammensetzung verwendet:

NaCl 150 mM
KCI 5,4 mM
CaCl, 2,0 mM
MgCl, 1,0 mM
HEPES 5,0 mM
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Glukose 10 mM
Der pH-Wert wurde durch Zugabe von NaOH auf 7,3 eingestellt.
b) Pipettenldsungen

Fur die Ganzzellableitungen wurde, soweit nicht anders angegeben, folgende dem intrazellularen
lonenniveau entsprechende Pipettenlésung verwendet:

KCI 130 mM
CaCl, 1,0 mM
MgCl, 2,0 mM
EGTA 10 mM

HEPES 10 mM

Der pH-Wert wurde durch die Zugabe von KOH auf 7,3 eingestellt und in einem Teil der
Experimente wurde 0,1 % des Fluoreszenzfarbstoffs Lucifer gelb hinzugeflgt.

Fur die Einzelkanalmessungen im ,, cell-attached-* (sowie im , outside-out-“ )Modus wurde die
Standard-Badlésung als Pipettenldsung verwendet.

3.2.6 Pharmakologie

Zur pharmakologischen Charakterisierung der Kaliumstréme wurden elektrophysiologische
Untersuchungen mit verschiedenen Kaliumkanalblockern durchgefuihrt. Die Substanzen mit
Ausnahme von CTX, DTX und MCDP wurden Uber die Badperfusion appliziert.

4-Aminopyridin (4-AP, 0,125 bis 1 mM) wurde direkt in der Standardbadldsung verdinnt und tber die
Badperfusion appliziert. Tetraethylammonium (Chlorid-Salz, 1-100 mM) wurde in der
Standardbadlésung isoosmolar gegen NaCl ausgetauscht und tiber die Badperfusion appliziert. Die in
geringen Konzentrationen wirksamen K* Kanalblocker Charybdotoxin (CTX), a-Dendrotoxin (DTX),
MCDP (mast cell degranulating peptide) sowie Chinidin wurden in geringen Volumina destilliertem
Wasser geldst und dann in Badlésung verdunnt. CTX, DTX und MCDP wurden mit einer Pipette direkt
in die Perfusionskammer appliziert.

In einigen Experimenten wurden Natriumkanéle durch die Zugabe von 100 nM Tetrodotoxin (TTX)
geblockt. Bei den Einzelkanalexperimenten in "inside-out-" Modus wurde eine der normalen
intrazellularen Pipettenldsung entsprechende Badlosung verwendet. Bei einem Teil dieser
Experimente wurde ein Teil der KCI-Konzentration durch erhdhte NaCl-Konzentrationen ersetzt.

Die Neurotransmitter sowie ihre Agonisten und Antagonisten wurden je nach Léslichkeit in
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Muscimol, Bicucullin) oder destilliertem Wasser (GABA, Kainat) geldst und
in Badldésung verdunnt.

3.3 Immunzytochemische Analyse der Kaliumkanéle und
oligodendrozytenspezifischen Marker

a) Indirekte Immunfluoreszenz
Farbung extrazellularer Antigene

Zum spezifischen Nachweis fiir das Vorhandensein bestimmter Antigene (Oligodendrozyten-
Zellmarker) und zur Analyse der Kaliumkanalexpression wurden Immunfluoreszenz-Farbungen
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen zuerst zum Absattigen unspezifischer Bindungen fur 10
Minuten mit serumhaltigem Medium (10 %) vorinkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
werden die Zellen fur 20 min mit dem Primarantikdrper, verdiinnt in serumhaltigem Medium inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen wiederum dreimal mit PBS gewaschen und mit dem gegen den
ersten Antikdrper gerichteten fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper fr 20 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurden die Deckglaser fir 15 min in 4 % Paraformaldehyd fixiert, dann dreimal mit
PBS gewaschen und mit Aqua dest. gespilt und auf einen Objekttrager in einem Eindeckelmedium
bestehend aus 76,9 g/l Moviol 4.88 (Hoechst), 2,5 % Diazabicyclo-[2.2.2]-Octan (DABCO) und 31 %
Glyzerin in 0,1 M PBS eingebettet. Die Auswertung und Dokumentation erfolgte unter dem
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Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Oberkochen, BRD), ausgestattet mit den entsprechenden Filtern.

Farbung intrazellularer Antigene

Bei einer Farbung von intrazellularen Antigenen wurden die Zellen zuerst fir 25 Minuten in 4 %
Paraformaldehyd fixiert und dann dreimal mit 0,1 M Phosphatpuffer gewaschen. Anschlie3end
wurden die Zellen in einer Losung von 1 % Triton X-100 und 3 % Ziegenserum (NGS) in 0,1 M
Phosphatpuffer fir 10 Minuten vorinkubiert. Danach wurde der Primérantikérper, verdinnt in einer
Lésung aus 0,2 % Triton X-100 und 3 % NGS in 0,1 M Phosphatpuffer fur 25 Minuten dazugegeben.
Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 M Phosphatpuffer wurden die Zellen mit dem
Sekundérantikdrper, wiederum verdinnt in 0,2 % Triton X-100 und 3 % NGS in 0,1 M Phosphatpuffer
inkubiert. AnschlieRend wurden die Deckglaser dreimal mit PBS gewaschen, mit Aqua dest. gespult
und auf einen Objekttrager in einem Eindeckelmedium (wie oben beschrieben) eingebettet und unter
den Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Oberkochen, BRD), ausgestattet mit den entsprechenden Filtern,
ausgewertet und fotografiert.

b) ABC-DAB-Farbetechnik

Zum Nachweis der Maus-Kv1-Proteine wurde die ABC-DAB/Ni-Féarbetechnik (siehe u.a.Trojanowski
et al.,1983) angewendet.

L

Y biotin-geloppelter Zweitantilbrper

* bictinylierte Perocidase
* widin
Abbildung 8

Prinzip der immunzytochemischen Analyse mit der Avidin-Biotin-Technik.

Nach der Bindung des Primérantikdrpers an das zu untersuchende Antigen wird dieser durch einen
biotinylierten sekundéren Antikdrper erkannt. Durch die Zugabe von Avidin und biotin-gekoppelter
Peroxidase entstehen durch die hohe Avidin-Biotin-Bindungsaffinitat grolie Komplexe. Der Vorteil
dieser Methode liegt in der hohen Verstarkung des Ausgangssignals.

Zuerst wurden die Deckglaser mit den Zellen mit 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) gewaschen und dann
fur 30 Minuten in einer Losung aus 4 % Paraformaldehyd, 0,05 % Glutaraldehyd und 0,2 %
Pikrinséure in 0,1 M Phosphatpuffer fixiert. Anschlie3end wurden die Zellen wiederum mit
Phoshatpuffer gewaschen und fur 1-7 Tage bei 4°C aufbewahrt. Die Farbungen erfolgten in
Zusammenarbeit mit Dirk Eulitz und Prof. Dr. R. Veh vom Institut flir Anatomie der Chariteé Berlin.

Die Deckgléaser mit den Zellen wurden nochmals zweimal fir 15 min mit PBS gewaschen. Zur
Zerstorung der endogenen Peroxidaseaktivitét wurden die Oligodendrozyten fur 30 min in einer
Phenylhydrazinlésung (0,3 % Triton X-100, 10 % NGS und 5 ml Phenylhydrazin in PBS) inkubiert. Die
Zellen wurden dann direkt in die Primarantikdrperldsung (in der entsprechenden Verdinnung in 0,3 %
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Triton X-100, 10 % NGS, 0,1 % Natriumazid, 0,01 % Ethylmercurthiosalicylsdure (Thimerosal) in
PBS) uberfuhrt und fir ca. 12 Stunden (Uber Nacht) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen (10 min und 20 min) in PBS und Vorinkubation fir 30 min in 2 %
Rinderserumalbumin (BSA) in PBS wurden die Zellen fir nochmals ca. 12 Stunden in der
Sekundarantikérperldsung inkubiert. Der Sekundarantikérper (goat-anti-rabbit, biotinyliert,
Vector/Camon) wurde mit einer Verdiinnung von 1:2000 in einer Lésung von 2 mg/ml BSA und 0,1 %
Natriumazid in PBS verdiinnt. Nach zweimaligem Waschen (10 min und 20 min) in PBS und
Vorinkubation fur 30 min von 2 mg/ml BSA in PBS wurde der nach Vorschrift angesetzte Elite ABC
Komplex (Vector/Camon) fur 6 h dazugegeben. Nach zweimaligem Waschen (10 min und 20 min) in
PBS wurden die Oligodendrozyten fiir 15 min in einer Losung von 50 mM Tris und 10 mM Imidazol in
H,O vorinkubiert und dann die Farbreaktion durch die Zugabe von 0,015 % H,O, und 0,3 %
Ammoniumnickelsulfat gestartet. Nach 5-10 min wird die Farbreaktion mit 500 pl PBS und
zweimaligem Auswaschen mit PBS gestoppt.

Zum Entwéassern wurden die Deckgléaser mit den Oligodendrozyten in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (50, 70, 80, 96, 100, 100 %) (Dauer pro Stufe ca. 10 Sekunden) in Xylol Gberfihrt und
anschlieend in Entellan (Merck, Darmstadt, BRD) eingebettet.

Die Primarantikdrper Kv1.1, Kv1.3 und Kv1.6 wurden im Labor von R. Veh (AG
Elektronenmikroskopie, Institut fir Anatomie, Charité Berlin) hergestellt (Ref. s. Veh et al., 1995). Die
Primarantikérper Kv1.2, Kv1.4 und Kv1.5 wurden von der Firma Alomone labs (Israel) bezogen.

Die Verdiinnungen fir die PrimarantikOrper waren:

rabbit-anti-Kv1.1 1:500
rabbit-anti-Kv1.2 1:1000
rabbit-anti-Kv1.3 1:50
rabbit-anti-Kv1.4 1:500
rabbit-anti-Kv1.5 1:100
rabbit-anti-Kv1.6 1:500

3.4 Einzelzell-PCR

Die PCR-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Dr. F. Kirchhoff (MDC, FG "Zellulare
Neurowissenschaften, Berlin-Buch) durchgefiihrt. Die Gewinnung des Zytoplasmas sowie die reverse
Transkription erfolgten im wesentlichen wie bei Lambolez et al. (Lambolez et al., 1992) beschrieben.

a) Patch-Clamp-Untersuchung und Gewinnung der RNA

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung der Zellen wurden zuerst Messungen im
Ganzzellmodus der Patch-Clamp-Konfiguration durchgefiihrt. Nach Beendigung der Messung wurde
das Zytoplasma in die mit 8 i steriler Pipettenlésung gefiillite Patchpipette eingesaugt. Unmittelbar
nach der Messung wurde der Inhalt des Patchpipette in ein PCR-Réhrchen mit folgendem Inhalt
Uberfuhrt: 1 m (40 U/m) RNAse-Inhibitor, 1 m (10 U/m) DNAse, 1 ni (1 M) NaAzetat und 1 ni (25 mM)
MgCl,. Zur Vermeidung von Kontaminationen mit genomischer DNA aus dem Zellkern wurde die
Probe dann fir 10 min bei 37 °C mit DNAse (10 U/m, RNAse-frei) inkubiert. AnschlieRend wurden die
Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Wahrend der gesamten Arbeiten wurden
sterile Bedingungen eingehalten

Die RNA wurde entsprechend der Methode von Chomczynski (Chomczynski, 1993) gewonnen. Dabei
wurde das Material zuerst durch Zugabe von 100 ni Trizol fir 10 min bei Raumtemperatur
homogenisiert, dann mit 20 m Chloroform und 0,3 m Glykogen (20 mg/ml) gemixt und anschliel3end
bei 4 °C 10 min bei 14000 g abzentrifugiert. Anschlieend wird die walrige Phase, in der sich die
RNA befindet, in ein PCR-R6hrchen tberfihrt und durch Zugabe von 30 m Isopropanol fir 10 min
prazipitiert, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Durch Zugabe von 150 mi Ethanol und
anschlieende Zentrifugation fiir 3 min bei 14000 g wird die Probe zweimal gewaschen und
Uberbleibende Reste von Ethanol werden durch Lufttrocknung entfernt Anschliel3end wird die Probe
in 10 m DEPC (Diethylpyrocarbonat)-Wasser aufgenommen.
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b) Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird durch das Enzym reverse Transkriptase (Superscript Gibco, BRL)
von der mMRNA-Matrize komplementare DNA hergestellt. In Anlehnung an die Empfehlungen des
Herstellers setzte sich ein Reaktionsansatz wie folgt zusammen: 0,5 m (0,5 mM) dNTP’s, 1 mi (50 mM)
random Hexamer-Primer, 0,5 m (15 U) RNAse-Inhibitor, 1 i (100 U) reverse Transkriptase, 1 m (10
mM) Dithiothreitol (DTT), 4 mi DEPC-H,O und 2 ni 5x Erststrang-Puffer, zuziiglich der in 10 i Tris-
EDTA (Ethyldiaminotetraessigsaure) aufgenommenen Probe.

Die Ansétze wurden fur jeweils 90 min bei 42° im Brutschrank inkubiert und danach entweder sofort in
einer PCR eingesetzt oder bei -20 °C eingefroren.

c) PCR

Zur Amplifikation der Kv1-spezifischen cDNA-Sequenzen wurden zwei PCR-Zyklus-Serien mit
sogenannten ,, semi-nested* Primerpaaren durchgefuhrt. Daflir wurde ein Sense-Primer aus der 3.
Transmembrandoméne (S3) und ein Antisense-Primer aus der Porenregion sowie ein weiterer
Antisense-Primer aus der 6. Transmembrandomane (S6) verwendet, die im Maus-Kv1-Gen stark
konserviert sind. Die Sequenzen der Primer waren wie folgt:

Sense-Primer: Kv1-S3 5’-cct tac ttt atc acc ctg gg-3’
Antisense-Primer: Kv1l-p 5'-gtc atg gtt acc act gcc cac ca-3’
Kv1-S6 5'-cac aga gag ccc aca atc ttg ccc cc-3’

In der ersten Amplifikationsrunde wurde das Primerpaar Kv1-S3 und Kv1-S6 verwendet. Danach
wurden die die Produkte der ersten PCR Runde einer weiteren PCR mit dem Primerpaar Kv1-S3 und
Kv1-P unterworfen.

Der Reaktionsansatz fir die PCR setzte sich wie folgt zusammen: 20 mM Tris/HCI (pH 8,4), 50 mM
KCI, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP’s, 2 mi (0,1 M) je Sense-und Antisense-Primer, 2,5 U Taq
Polymerase zuzuglich der Probe (cDNA).

Bei der ersten PCR wurde das verwendete PCR-Gerét (Perkin EImer Thermocycler 9600) wéhrend
der ersten Denaturierungsphase 5 min auf 94 °C gesetzt, dann folgten 40 Zyklen zur Amplifikation (60
s bei 94 °C zur Denaturierung, 30 s bei 50 °C zum "Annealing" und 30 s bei 72 °C zur Elongation).
Nach dem letzten Elongationsschritt folgten 10 min bei 72 °C zur Endsynthese, danach wurden die
Proben auf 4 °C abgekuinhlt. und entweder sofort analysiert oder bei -20 °C eingefroren.

Um alle in einer Zelle vorhandenen Kv1-Transkripte gleichzeitig nachweisen zu kénnen, wurden die
Primer so ausgewabhlt, daf3 sich die amplifizierten Kvl Fragmente durch ihre Lange unterscheiden:

Kvl.l 323 Basenpaare
Kv1l.2 326 Basenpaare
Kv1l.3 317 Basenpaare
Kvl.4 329 Basenpaare
Kv1l.5 332 Basenpaare
Kv1l.6 347 Basenpaare

Die nach der PCR erhaltenen Kv1-Fragmente kdnnen anschlieRend aufgrund ihrer unterschiedlichen
Grole aufgetrennt werden. Da eine Agarose-Gelelektrophorese nicht die nétige Trennschéarfe
erbrachte, wurde die Auftrennung mit Hilfe eines automatischen Sequenziergeréates durchgefihrt.
Durch die Nutzung von Fluorescein-isothiocyanat-konjugierten Kv1-S3 Primern wurden
fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte erhalten. Diese wurden dann durch Kapillarelektrophorese unter
denaturierenden Bedingungen (Kapillar-Sequencer ABI 310, POP4) aufgetrennt und der relative
Mengenanteil der einzelnen Kv1 Transkripte bestimmt (GeneScan Software package).

Als Positivkontrolle wurden cDNA-Proben aus Maus-Gesamthirn anstatt von RNA aus individuellen
Zellen verwendet. Als Negativkontrolle dienten die als Pipettenldsung verwendete gepufferte
Salzlésung sowie Zytoplasma-Proben von Mikrogliazellen, die keine Kv1-Gene exprimieren.
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4 Ergebnisse
4.1 Shaker-Kaliumkanéle auf Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
4.1.1 Charakterisierung der Zellkultur

Als Modellsystem fiir die Untersuchungen wurden Oligodendrozyten-Vorlauferzellkulturen der Maus
genutzt. Die Primarkulturen aus dem Gesamthirn von 14 Tage alten Maus-Embryonen wurden nach
ca. 14 Tagen in Kultur auf einem Monolayer von Astrozyten ausplattiert und dann innerhalb von 2-7
Tagen fiir die Messungen verwendet. Unter diesen Kulturbedingungen bleibt durch das von den
Astrozyten konditionierte Medium der Anteil der undifferenzierten Vorlauferzellen hoch (Raff et al.,
1988). Oligodendrozytenvorlauferzellen lassen sich aufgrund ihrer Morphologie (s. Abb. 9) gut von
dem darunterliegenden Astrozytenrasen unterscheiden.

Zur Feststellung des Differenzierungsgrades der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurde durch
immunozytochemische Farbungen (s. Material und Methoden) die Expression von
stadienspezifischen Antigenen getestet. Alle Zellen zeigten eine positive Expression des
Intermediérfilaments Vimentin, wie sie flr gliale Vorlauferzellen charakteristisch ist (Fanarraga et al.,
1995). Die Expression des GD3-Antigens (Curtis et al., 1988) ist fur frihe Vorlauferzellen typisch. In
den verwendeten Zellkulturen exprimieren 17,3 % (4,7 %, n(Zellen)=1008; N(Experimente)=4) der
Zellen das GD3-Antigen. Morphologisch sind diese Zellen durch einen relativ kleinen Zellkérper (<10
nm) und nur wenige Auslaufer charakterisiert (Abb. 8 A, B). Zellen, die das O4-Antigen (Sommer und
Schachner, 1981) exprimieren, sind bereits etwas grof3er und besitzen weiter verzweigte Auslaufer
(Abb. 8 C, D). Diese werden als spate Vorlauferzellen bezeichnet. Der Anteil dieser Zellen in der
Kultur nimmt kontinuierlich zu, im untersuchten Zeitraum waren 28,7 % (£9,4 %, n=2056, N=8) der
Zellen O4-positiv. Zellen, die das fir friihe Oligodendrozyten typische O1 Antigen exprimierten,
waren in der Zellkultur nur in geringen Mengen vorhanden (9,2 % £2,6 %, n=879, N=4). Diese Zellen
sind morphologisch durch relativ grof3e Zellkdrper und weitverzweigte Auslaufer gekennzeichnet
(Abb. 8 E, F) Bei keiner der Zellen konnte die Expression des fir reife Oligodendrozyten typischen
010-Antigens festgestellt werden.
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Abbildung 9
Immunozytochemische Charakterisierung der Kultur anhand stadienspezifischer Antigene

Zur Bestimmung des Differenzierungsgrades der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurde mit
indirekten Immunfluoreszenzfarbungen die Expression von stadienspezifischen Antigenen getestet.

Die Expression des GD3-Antigens ist fur relativ frihe Vorlauferzellen charakteristisch. Diese zeichnen
sich morphologisch durch einen relativ kleinen Zellkérper und nur wenige Auslaufer aus (A-
Phasenkontrastaufnahme, B-Fluoreszenzbild desselben Bildausschnitts).

In den verwendeten Zellkulturen exprimierten 29 % der Zellen das fiir spéte Vorlauferzellen typischen
O4-Antigen (C-Phasenkontrastaufnahme, D-Fluoreszenzbild desselben Bildausschnitts).

Die Expression des fir frihe Oligodendrozyten typischen O1-Antigens beginnt nach ca. 15 Tagen in
Kultur (E-Phasenkontrastaufnahme, F-Fluoreszenzbild desselben Bildausschnitts).
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4.1.2 Eigenschaften der Auswartsstrome

Die Membranstrome von kultivierten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden mit Hilfe der Patch-
Clamp-Technik im ,, whole-cell-* Modus (Hamill et al., 1981) innerhalb von 2 bis 7 Tagen nach
Abschiitteln von den Kulturflaschen untersucht. Das Ruhemembranpotential der Zellen betrug direkt
nach Erreichen der ,whole-cell-“ Konfiguration V,=-53 mV (£16 mV, n=176).

In allen Zellen wurden durch depolarisierende Spannungsspriinge zu Potentialen positiver als -40 mV
auswarts rektifizierende Kaliumstrome aktiviert. Die mittlere Stromdichte betrug bei der Aktivierung
durch einen depolarisierenden Spannungssprung auf +20 mV 117,4 pA/pF (£63, n=26). In den
meisten Zellen (93 %) inaktivierte ein Teil dieses Stromes (35% des Peak-Stromes +17%, n=27)
innerhalb von 50 ms. Der Zeitverlauf der zeitlichen Inaktivierung folgt einer fallenden
Exponentialfunktion mit der Zeitkonstante t= 34,21 ms (£4,19, n=10) (s. Gl. 1). Der inaktivierende
Anteil der Stréme |1&1t sich vom nicht inaktivierenden Anteil trennen, indem der durch einen
depolarisierenden Spannungssprung hervorgerufene Strom mit einer Exponentialfunktion

-~

- * A
=1 +1,%e

m

(Gl. 1)

angepalfdt wird (I,; Membranstrom, I,: konstanter Stromanteil,t: Zeit, t: Zeitkonstante der
Inaktivierung). Der konstante Anteil entspricht dann dem zeitlich nicht inaktivierenden Anteil des
Stromes (Abb. 10).

Die bei hyperpolarisierenden Potentialen aktivierten Einwartsstrome waren mit 26 % £23 % (n=27)
des Gesamtzellstromes sehr klein (Stromdichte: 37,6 £43,6 pA/pF, n=26). Das Verhéltnis der
Einwartsstrome zu den Auswartsstromen wird als Rektifizierungsindex bezeichnet. Dieser ist bei den
weniger weit entwickelten Zellen sehr klein und wird dann mit zunehmender Zelldifferenzierung eins
(oder etwas groRRer). Bei den untersuchten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen betrug der mittlere
Rektifizierungsindex 0,35 (x0,39; n=27).

Zur Messung des Umkehrpotentials der Strome wurden sog. , tail-current-* Protokolle (siehe Material
und Methoden) angewendet. Das so gemessene Reversionspotential der Membranstrome betrug Rp=
-61,33 mV (n=8) und liegt nahe bei dem fir die verwendete Bad-und Pipettenlésung errechneten
Nernstpotential fir K* von -80 mV.

Zur Untersuchung der steady-state-Aktivierungseigenschaften der Kalium-Auswartsstrome wurden die
Zellen ausgehend vom Haltepotential von -70 mV flr jeweils 50 ms auf eine Serie von
depolarisierenden Spannungen (-70 mV bis +80 mV) geklemmt. Die resultierenden Membranstréme
wurden entsprechend der Gleichung Gy=Ii/(Vmem-Ek) in Leitfahigkeiten umgerechnet. Die jeweiligen
Leitfahigkeiten wurden auf die maximale Leitfahigkeit der Zelle G Normiert. Bei Auftragung der G/
Gmax -Werte gegen das Membranpotential ergaben sich sigmoide Leitfahigkeits-Spannungskurven. (s.
Abb. 10 E) Um die Spannung der halbmaximalen Kanalaktivierung zu erhalten, wurden diese Kurven
mit sigmoiden Boltzmann-Funktionen (4 Parameter)

G V-V,
G T % tP (Gl. 2)
max 1+e dv

gefittet (Vi,: Membranpotential, dV: Steilheit der Inaktivierung Vy,,: halbmaximale
Inaktivierungsspannung, P: Anteil der nicht inaktivierenden Stromkomponente). Fur die von uns
untersuchten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen ergab sich eine halbmaximale Kanalaktivierung bei
Vip=-1 mV (6,4 mV, n=28).

Die Spannungsabhéangigkeit der steady state-Inaktivierung wurde mit Hilfe eines Vorpuls-
Stimulationsprotokolls (s. Spannungssprungprotokoll 4, Material und Methoden bzw. Abb. 7d)
untersucht. Nach verschiedenen Vorpulsen (-130 mV bis +10 mV fur 300 ms) wurde die Membran fir
50 ms auf +20 mV geklemmt und die resultierenden Strome gemessen. Es wurden wiederum die
Leitfahigkeiten errechnet, normiert und gegen das Vorpuls-Potential aufgetragen. Bei allen
untersuchten Zellen ergab sich ein biphasischer Verlauf der Inaktivierungskurven. Fir den Fit wurde
eine Summe aus zwei Boltzmannfunktionen verwendet (7 Parameter).
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(Vm: Membranpotential, dV bzw. dU: Steilheit der Inaktivierung Vi, bzw. U,: halbmaximale
Inaktivierungsspannung, P: Anteil der nicht inaktivierenden Stromkomponente). Der grofl3ere Anteil
des Gesamtstromes (52 % + 14 %, n=19) inaktivierte mit einer halbmaximalen
Inaktivierungsspannung von Vi, = -60 mV (£6 mV, n=19), wahrend eine zweite Stromkomponente
(35 % £ 19 %, n=19) erst bei positiveren Vorpulspotentialen (-12 mV £ 8 mV, n=19) inaktivierte. 13 %
des Gesamtzellstromes (+ 13 %, n=19) zeigte keine spannungsabhangige Inaktivierung. Die
biphasische Inaktivierungskurve deutet auf das Vorhandensein von mindestens zwei
Kanalpopulationen mit unterschiedlichen Inaktivierungseigenschaften hin. Die Anteile der
unterschiedlichen Stromkomponenten variierte bei den verschiedenen Zellen stark.
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Abbildung 10

Elektrophysiologische und morphologische Charakterisierung von kultivierten Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen der Maus

Zur Charakterisierung der Zellmorphologie wurden kultivierte Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
wahrend der elektrophysiologischen Untersuchung im Ganzzellmodus der Patch-Clamp-Technik mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Luzifer Gelb gefillt. AnschlieRend wurde die Farbung mit einem gegen den
Farbstoff gerichteten Antikdrper mit Hilfe der Avidin-Biotin-Peroxidase Technik dargestellt. Die
Zellkdrper waren zwischen 8 und 15 nm grof3 und besal3en wenige (2-8) relativ schwach verzweigte
Auslaufer. Zwei typische Zellen sind in A) und B) dargestellt. Der Balken entspricht 20 nm.
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Zur Aktivierung von auswarts rektifizierenden Stromen wurden die Zellen ausgehend vom
Haltepotential von -70 mV fir 50 ms auf verschiedene depolarisierende Potentiale (von -70 mV bis
+90 mV) geklemmt. Ab ca. -40 mV werden zeitlich leicht inaktivierende Auswartsstrome aktiviert (C
und D fur die oben dargestellten Zellen). Die Strom-Spannungs-Kurve der Stréme ist in E) dargestellt.
Zur Untersuchung der Kanalinaktivierung wurde ein Vorpuls-Stimulationsprotokoll (s. Material und
Methoden, 3.2.4.4.) verwendet. Die biphasische Inaktivierungskurve spricht fur das Vorhandensein
von zwei Kanalpopulationen mit unterschiedlichen Inaktivierungseigenschaften (F).

Kultivierte Oligodendrozyten-Vorlauferzellen besitzen also spannungsaktivierte, auswarts
rektifizierende Kaliumstrome mit relativ langsamer Inaktivierung. Diese Strome lassen sich durch die
Spannunsabhéngigkeit der Kanalaktivierung sowie der Kanalinaktivierung und durch das
Zeitverhalten der Inaktivierung beschreiben.

4.1.3 Pharmakologie der K'-Auswartsstrome

Zur weiteren Charakterisierung der Kaliumstrome wurden die Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
wahrend der Patch-Clamp-Untersuchung im Ganzzellmodus mit einer Reihe von
Kaliumkanalblockern behandelt. Dabei konnte durch keinen der géngigen Kaliumkanalblocker eine
vollsténdige Hemmung der Kaliumstréme erreicht werden.

Durch Tetraethylammoniumchlorid (TEA, 1-100 mM) wurden die nicht inaktivierenden Stréme
geblockt. Der im Ganzzellmodus der Patch-Clamp-Konfiguration bei einer Membrandepolarisation auf
+20 mV aktivierte Strom (Peakstrom, |,) wird durch die extrazellulare Applikation von 100 mM TEA
auf 57,5 % des Kontrollstromes reduziert. Um die inaktivierenden bzw. nicht inaktivierenden
Stromanteile zu bestimmen, wurde der durch einen Spannungssprung aktivierte Strom mit einer
fallenden Exponentialfunktion

L

I, =1, +l,*e!

angepasst (I.,: Membranstrom, |,: konstanter Stromanteil, t: Zeit, t: Zeitkonstante der Inaktivierung).
Der konstante Anteil (I,) entspricht dem zeitlich nicht inaktivierenden Stromanteil, die Differenz
zwischen diesem und dem Peakstrom ist der inaktivierende Anteil des Stromes (I;). Die Dosis-
Wirkungskurve in Abb. 11 C zeigt, dal3 der nicht inaktivierende Strom in Abhangigkeit von der TEA-
Konzentration gehemmt wird (65 % Reduktion), wahrend der inaktivierende Strom keine signifikanten
Anderungen zeigt (25 % Reduktion). Aus der Dosis-Wirkungskurve fur den Gesamtstrom (I,
Peakstrom) wurde die halbmaximale Dosis fir den Block durch TEA bestimmt. Diese ergibt sich als
der Konzentrationswert der angepal3ten Exponentialfunktion an der Stelle der halben Differenz
zwischen dem Kontrollwert des Stromes (bei 0 mM TEA) und der Asymptote der Exponentialfunktion.
Fur den Block des Gesamtzellstromes durch TEA betrug die halbmaximale Dosis 150=29 mM.
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Abbildung 11

Block der K" Auswartsstrome durch Tetraethylammonium (TEA)

Auswarts rektifizierende Kaliumstréme wurden in der Ganzzellkonfiguration der Patch-Clamp-Technik
durch depolarisierende Spannungsspringe (-60 mV bis +20 mV, s. Inset) bei Vorhandensein von 100
mM TEA sowie in Abwesenheit des Blockers aktiviert. Durch Differenzbildung kann der geblockte
Stromanteil dargestellt werden. Wie in A) dargestellt, werden durch 100 mM TEA die nicht
inaktivierenden Stréme vollstandig inhibiert.
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Membranstrome bei Depolarisierung der Membran auf +20 mV bei verschiedenen TEA-
Konzentrationen (10 bis 100 mM) (B).

Dosis-Wirkungs-Kurve fir den Gesamtstrom(Peak-Strom), den inaktivierenden und den nicht
inaktivierenden Stromanteil (s. Abb. 11 C, Inset). Wéhrend der inaktivierende Anteil keine
signifikanten Anderungen aufweist, wird der nicht inaktivierende Anteil mit zunehmenden TEA-
Konzentrationen gehemmt (C).

Durch 4-Aminopyridin (4-AP, 0,125-1 mM) dagegen wurde vorwiegend der inaktivierende Stromanteil
gehemmt (s. Abb. 12). K*-Auswartsstrdme wurden durch eine Serie von depolarisierenden
Spannungsspriingen (-70 mV bis +20 mV) aktiviert. Die extrazelluldre Zugabe von 1 mM 4-AP fiihrte
zum Block von 55,5 % des bei einem Spannungssprung auf +20 mV aktivierten Peak-Stromes. Die
Anteile von inaktivierenden und nicht inaktivierenden Strdmen wurden wie oben errechnet. Wahrend
bei Anwesenheit von 1 mM 4-AP und einer Depolarisation auf +20 mV der inaktivierende Strom um
72,8 % des Kontrollstromes gehemmt wurde, betrug der Block des nicht inaktivierenden Anteils
lediglich 18,7 %. Die halbmaximale Dosis wurde wie oben beschrieben aus der Dosis-Wirkungskurve
des Gesamtstromes (l,, Peakstrom) berechnet und betrug fir den Block durch 4-AP 1Cs,= 190 nM.
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Abbildung 12

Block der Auswartsstrome von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen durch 4-Aminopyridin (4-AP)

A) Auswarts rektifizierende Kaliumstrome wurden in der Ganzzellkonfiguration der Patch-Clamp-
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Technik durch depolarisierende Spannungsspriinge (-60 mV bis +20 mV, s. Inset) bei
Vorhandensein von 1 mM 4-AP in der Badldsung sowie in Abwesenheit des Blockers aktiviert.
Durch Differenzbildung kann der geblockte Stromanteil dargestellt werden. Wie unter A)
dargestellt, werden durch 1 mM 4-AP die inaktivierenden Strome (vollstandig) inhibiert.

B) Membranstrome bei Depolarisierung der Membran auf +20 mV bei verschiedenen 4-AP-
Konzentrationen (0,125 bis 1 mM).

C) Dosis-Wirkungs-Kurve fiir den Gesamtstrom(Peak-Strom), den inaktivierenden und den nicht
inaktivierenden Stromanteil. Wahrend der nicht inaktivierende Anteil keine signifikanten
Anderungen aufweist, wird der inaktivierende Anteil mit zunehmenden 4-AP-Konzentrationen
zunehmend gehemmit.

Der Gesamtzellstrom der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen besteht aus zwei Komponenten mit
unterschiedlichen Inaktivierungseigenschaften (s. Abb. 10 FXX). Diese Stromanteile wurden
hinsichtlich ihrer Sensitivitdt gegeniiber den Kaliumkanalblockern TEA und 4-AP verglichen. Dazu
wurde der nach einem depolarisierenden Vorpuls (-30 mV fur 300 ms) durch einen Testpuls auf +20
mV aktivierte Stromanteil hinsichtlich seiner Sensitivitat mit dem Gesamtstrom (unter
Standardbedingungen, ohne Vorpuls) verglichen. Die halbmaximalen Blockerkonzentrationen wurden
wie oben beschrieben aus der Dosis-Wirkungskurve ermittelt. Wahrend der Gesamtzellstrom durch
TEA mit einer halbmaximalen Konzentration von 29 mM geblockt wird, betragt die ICx flir den bei
einem Potential von V,=-12 mV inaktivierenden Strom 1,2 mM (s. Abb. 12 C). Ebenso zeigten beide
Stromkomponenten Unterschiede hinsichtlich der 4-AP-Sensitivitat mit einer 1Cso von 26 nM fiir den
bei -12 mV inaktivierenden Strom im Vergleich zu einer ICso von 190 M fir den Gesamtzellstrom.
Die bei V1,=-12 mV inaktivierende Stromkomponente ist also durch eine sehr viel h6here Sensitivitat
fur die Kaliumkanalblocker TEA (24-fach) und 4-AP (7-fach) gekennzeichnet.
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Abbildung 13

Geringe Konzentrationen von TEA und 4-AP hemmen eine Teilkomponente des Stromes

Die Zellmembran von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurde im Ganzzellmodus der Patch-Clamp-
Technik auf unterschiedliche Vorpuls-Potentiale (-130 mV bis +10 mV fir 300 ms) geklemmt und der
danach bei V,,=+20 mV aktivierbare Strom gemessen. Dieser zeigt in Abhangigkeit vom
Vorpulspotential einen biphasischen Verlauf mit einer bei ca. -60 mV bzw. bei ca. -12 mV
inaktivierenden Komponente (A, B).

Die Dosis-Wirkungs-Kurve des Gesamtstromes (Quadrat) sowie der bei stark depolarisierenden
Potentialen inaktivierenden Komponente (Kreis) sind in C) fur 4-AP sowie in D) flir TEA aufgetragen.

Die Toxine Charybdotoxin (CTX) und a-Dendrotoxin (DTX), sowie MCDP (mast cell degranulating
peptide) stellen in verschiedenen Expressionssystemen wirksame Blocker fur einige homomere Kv1-
Kanéle (insbesondere Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3 und Kv1.6) (Grissmer et al., 1994; Stuhmer et al., 1989,
Ubersicht s. Chandy und Gutman, 1995) dar. Bei Anwendung dieser Substanzen in den
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden die Kaliumstrome jedoch nicht signifikant gehemmt. Die
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Membranstrome, hervorgerufen durch einen depolarisierenden Spannungssprung auf +20 mV,
wurden in Gegenwart des Blockers sowie (davor und danach) in Standardbadlésung gemessen. Bei
Zugabe von 1 mM Charybdotoxin wurden noch 96 % (x5 %, n=3) des Kontrollstromwertes gemessen,
in der Gegenwart von 2 mM a-Dendrotoxin 92 % (+10 %, n=3) und bei Zugabe von 4 M MCDP 94 %
(=8 %, n=4). Die Funktionalitat der Blocker wurde in Kontrollexperimenten an C6-Astrozytoma-Zellen
nachgewiesen.
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Abbildung 14

Blockierbarkeit der K™ Stréme durch a-Dendrotoxin (DTX), Charybdotoxin (CTX) und MCDP (mast
cell degranulating peptide)

Die Applikation von CTX (1 mM) (A), DTX (2 nM) (B) sowie MCDP (4 niM) (C) flihrte zu keiner
signifikanten Reduktion der Auswartsstrome. Die Strome wurden durch jeweils einen
Spannungssprung fur 50 ms vom Haltepotential von -70 mV zu einem Potential von +20 mV in
Anwesenheit (*) sowie in Abwesenheit des Blockers aktiviert.

Die Verwendung des K*-Kanalblockers Chinidin (5 mM bis 100 nM) (spezifisch fir Kanéle der Kvi
(Grissmer et al., 1994; Fedida, 1997) und Kv3 Familien (Grissmer et al., 1994; Rettig et al., 1992)
fuhrte zur weitgehenden Blockierung der Auswartsstrome an Oligodendrozyten-Vorlauferzellen. In
Anwesenheit von 100 nM Chinidin inaktivierten die durch depolarisierende Spannungspulse (-70 mV
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bis +90 mV) hervorgerufenen Stréme innerhalb von 50 ms nahezu vollstandig (4-7A), in
Kontrollexperimenten in Standardbadlésung dagegen wurde unter den selben Bedingungen lediglich
eine Inaktivierung von 35 % (17 %, n=27) des Gesamtstromes beobachtet. Bei Anwesenheit von
100 nM Chinidin wurden 56,8 % (£15,4 %; n=6) des Peakstromes bei +20 mV sowie 76,5 % (8,5 %;
n=6) des Stromes am Ende eines 50 ms Pulses auf +20 mV gehemmt. Die halbmaximale
Blockerkonzentration betragt 16,6 nM fiir den Strom am Ende eines 50 ms Pulses auf +20 mV sowie
36,13 mM fir den Peakstrom bei +20 mV. Durch Anpassen einer fallenden Exponentialfunktion an die
Stromspur erhalt man die fur die Inaktivierung charakteristische Zeitkonstante. Mit zunehmender
Chinidinkonzentration fallt diese Zeitkonstante von 34,2 +4,2 ms unter Kontrollbedingungen (n=10)
auf 4,9 £1,3 ms bei 100 mM Chinidin. Dies entspricht einer Reduktion auf 12,3 % des Kontrollwertes
bei Anwesenheit von 100 mM Chinidin.
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Abbildung 15
Block der Auswartsstrome von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen durch Chinindin

A) Auswarts rektifizierende Kaliumstrome wurden in der Ganzzellkonfiguration der Patch-Clamp-
Technik durch depolarisierende Spannungsspriinge (-60 mV bis +90 mV, s. Inset) bei
Vorhandensein von 100 M Chinidin in der Badlésung sowie in Abwesenheit des Blockers aktiviert
(A). In Anwesenheit des Blockers ist die Inaktivierung der Strome stark beschleunigt. Durch
Differenzbildung kann der geblockte Stromanteil dargestellt werden.

B) Membranstréme bei Depolarisierung der Membran auf +20 mV bei verschiedenen Chinidin-
Konzentrationen (bis 100 nM) (B).

Waéhrend die spezifischen Toxine DTX, CTX sowie MCDP keinen Einflul3 auf die Kaliumkanalaktivitat
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von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen haben, zeigten Chinidin sowie TEA und 4-AP in relativ hoher
Konzentration eine blockierenden Effekt. Wéahrend TEA die nicht inaktivierenden Stromanteile blockt,
werden durch 4-AP die inaktivierenden Strome gehemmt. Es konnte gezeigt werden, daf? ein Teil des
Stromes, der sich durch eine hdhere halbmaximale Inaktivierungsspannung auszeichnet, eine sehr
viel héhere Sensitivitdt gegenlber 4-AP und TEA besitzt.

4.1.4 Expression von Kv1 Proteinen

Die Expression einer Gruppe von Kaliumkanalen des "delayed rectifier-" Typs auf Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen wurde durch immunozytochemische Farbungen mit der ABC-DAB-Technik
untersucht. Dazu wurden auf einem Monolayer von Astrozyten ausplattierte
Oligodendrozytenvorlauferzellen mit speziell gegen die Kaliumkanalproteine Kv1.1 bis Kv1.6
gerichteten polyklonalen Antikdrpern geféarbt (Kv1.2, Kvl.4 and Kv1.5; Alomone Labs, Israel und
Kvl.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4 and Kv1.6 beschrieben in: Veh et al., 1995).

Es zeigte sich, dal3 bei der Mehrzahl der Vorlauferzellen die Kanalmolekile Kv1.4 (85 % der Zellen,
n=525, N=2), Kv1.5 (99 % der Zellen, n=635, N=1) und Kv1.6 (99 % der Zellen, n=1055, N=3)
exprimiert werden. Kv1.1 dagegen wurde nur von einem geringen Prozentsatz der Zellen (10 %,
n=1835, N=5) exprimiert. Die K" Kanalmolekiile Kv1.2 und Kv1.3 konnten auf diesen Zellen nicht
nachgewiesen werden. Um die Spezifitdt der Antikdrpers zu testen, wurden als Positivkontrolle
Schnitte vom Kleinhirn der Maus parallel angefarbt. Diese zeigten die bei Veh et al., 1995
beschriebenen Farbemuster (s. Abb. 19).
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Abbildung 16
Expression der Kv1 Kaliumkanalmolekiile in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen der Maus

Oligodendrozytenvorlauferzellen der Maus wurden auf einen Astrozytenmonolayer ausplattiert und
mit spezifischen Antikbrpern gegen die Kanalmolekile Kv1.1 (A), Kv1.2 (B), Kv1.3 (C), Kv1.4 (D),
Kv1.5 (E) und Kv1.6 (F) mit der ABC-DAB-(Avidin-Biotin-Peroxidase-) Technik (s. Material und
Methoden) immunozytochemisch gefarbt.
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Wahrend die Mehrzahl der Zellen Kv1.4, Kv1.5 sowie Kv1.6 exprimierten, wurde Kv1.1 nurin ca. 10
% der Zellen gefunden. Kv1.2 und Kv1.3 Kandle konnten nicht gefunden werden. Der Balken

entspricht 50 mm.

Kv1l.1-Kanalmolekile wurden sowohl auf unreifen Vorlauferzellen mit 2-3 Auslaufern als auch auf
reiferen Zellen mit zahlreichen, weitverzweigten Auslaufern gefunden. Auf diesen Zellen befindet sich
das Protein gleichmafig sowohl auf dem Zellkérper als auch auf den Auslaufern. Besonders stark
sind die Wachstumskegel/Verzweigungspunkte der Auslaufer gefarbt. Der Astrozyten-Monolayer zeigt
keine Kv1.1-Farbung.

Die Mehrzahl der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, jedoch keine Astrozyten, zeigen eine positive
Kvl.4-Farbung. Kv1.4 Proteine befinden sich auf den Zellen auf dem Soma und hauptsachlich auf
einigen Auslaufern (haufig nur einem besonders langen Auslaufer). Dinnere und verzweigtere
Auslaufer wurden nicht oder nur schwach angefarbt (Abb. 17).
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Abbildung 17
Lokalisation von Kv1.1 und Kv1.4 K* Kanalmolekiilen auf Oligodendrozyten-Vorlauferzellen

Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden auf einem Monolayer von Astrozyten ausplattiert und mit
Kv1.1 bzw. Kv1.4 spezifischen polyklonalen Antikérpern immunozytochemisch gefarbt. Die Farbung
wurde mit der Avidin-Biotin-Peroxidase-Technik (s. Material und Methoden, Kap. 3.3.b) dargestellit.
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Ein Teil der Vorlauferzellen (10 %), jedoch keine Astrozyten exprimierten Kv1.1 (A). Eine Expression
von Kv1.1 wurde sowohl bei bipolaren Vorlauferzellen (C), als auch bei gréReren und weiter
verzweigten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (D) gefunden. Eine besonders starke Farbung zeigten
die Wachstumskegel sowie die Verzweigungspunkte der Auslaufer (Pfeile).

Ein relativ grol3er Anteil der Oligodendrozyten (85 %) zeigte eine positive Farbung mit dem Kv1.4
spezifischen Antikdrper (F). Dabei wurde haufig ein Auslaufer (Hauptauslaufer) besonders stark
angefarbt. Bei hoherer VergréRerung wird auch hier eine besondere Farbung der Wachstumskegel
und Verzweigungspunkte sichtbar (G, H). Als Positivkontrolle wurden jeweils Schnitte vom Kleinhirn
der Maus verwendet (B, F). Der Balken entspricht 50 nm (A, B, E, F) bzw. 20 nm (C, D, G, H).

Kv1.5 wurde nicht nur in der Uberwiegenden Mehrzahl der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, sondern
auch auf Zellen des darunterliegenden Astrozytenrasen gefunden. Die relativ stark punktierte
Farbung a3t die Bildung von Kanalaggregaten vermuten. In Astrozyten wurde ebenfalls ein
punktiertes Farbemuster festgestellt (Abb. 18 C).

Kv1.6-Proteine wurden in so gut wie allen Zellen der Oligodendrozyten-Abstammung gefunden (99%
der Zellen). Dabei wurden sowohl Vorlauferzellen mit wenigen Auslaufern als auch Vorlauferzellen
mit komplexerer Morphologie auf Soma und Auslaufern gefarbt (Abb. 18 E-H).
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Abbildung 18
Lokalisation von Kv1.5 und Kv1.6 K* Kanalmolekiilen auf Oligodendrozyten-Vorlauferzellen

Auf einem Monolayer von Astrozyten ausplattierte gliale Vorlauferzellen wurden mit der Avidin-Biotin-
Peroxidase-Technik mit Kv1.5 bzw. Kv1.6 spezifischen polyklonalen Antikdrpern gefarbt.

Sowohl alle Oligodendrozyten-Vorlauferzellen als auch der darunterliegende Astrozytenrasen
exprimieren das Kv1.5 Protein (A). Die punktierte Farbung deutet auf eine punktformige Anhaufung
von Kanalmolekilen in der Membran (Klusterbildung) der Kv1.5 Proteine hin (C, D). An den
Zellkdrpern ist eine sehr viel starkere Farbung als an den Auslaufern zu erkennen.

Die Uberwiegende Mehrheit der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, jedoch keine Astrozyten
exprimierten das Kv1.6 Protein (E). Dabei zeigten sowohl die bipolaren Vorlauferzellen als auch die
Vorlauferzellen mit komplexerer Morphologie und zahlreichen Ausléaufern eine positive Farbung.

Als Positivkontrolle wurden jeweils Schnitte von Maus Kleinhirn verwendet (B, F). Balken entspricht
20 mm (D, G, H) bzw. 50 mm (A, B, C, E, F).
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Abbildung 19
Keine Expression von Kv1.2 und Kv1.3 Proteinen auf Oligodendrozyten-Vorlauferzellen

Auf einem Monolayer von Astrozyten ausplattierte Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden mit der
Avidin-Biotin-Technik auf das Vorhandensein von Kv1.2 und Kv1.3 Proteinen getestet.

A) Kultivierte Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimieren kein Kv1.2 Protein.
B) Kultivierte Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimieren kein Kv1.3 Protein.

C) Als Positivkontrolle wurden Maus-Kleinhirnschnitte verwendet. Die Kv1.2-Farbung zeigt das bei
Veh et al., 1995 beschriebene Farbemuster. Es wurden spezifisch Zellen aus der Purkinje-
Zellschicht sowie die Molekularschicht (m) angeféarbt.

D) Die Kv1.3-Farbung des als Positivkontrolle verwendeten Kleinhirnschnitts zeigt das in der Literatur
beschriebene Farbemuster. Es sind vor allem die Zellkdrper der Purkinje-Zellen sowie sowie deren
Auslaufer gefarbt.

Der Balken entspricht 20 nm (A, B) bzw. 50 nm (C, D). (m- Molekularschicht, p- Purkinje- Zellschicht,
k- Koérnerzellschicht)

Kultivierte Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimieren mehrere Proteine aus der Kv1-Familie der
spannungsaktivierten K Kanéle gleichzeitig. Wahrend manche Proteine (insbesondere Kv1.6) mehr
oder weniger homogen Uber die Zelloberflache verteilt sind, kommen andere Kv1 Proteine (Kv1.4,
Kv1.1) verstarkt in bestimmten Bereichen (wie Auslaufer, Wachstumskegel) vor.

4.1.5 Expression von Kvl Transkripten

In Kombination mit einer elektrophysiologischen Untersuchung im Ganzzellmodus der Patch-Clamp-
Technik wurde das Zytoplasma von insgesamt 17 Zellen geerntet und auf das Vorhandensein von
Kv1 spezifischen Transkripten (MRNA) untersucht.

Durch die Benutzung von degenerierten Primern war es méglich, alle Kv1 spezifischen Transkripte
(Kv1.1 bis Kv1.6) in einer Zelle gleichzeitig nachzuweisen. Die amplifizierten Fragmente
unterscheiden sich in ihrer Lange (Abb. 20 A). Die Auftrennung in einem Agarosegel zeigt zwar das
Vorhandensein von Fragmenten unterschiedlicher Lange, ergibt aber keine geniigende Auftrennung
(Abb. 20 B). Fur eine weitere Auftrennung wurden die PCR-Produkte durch die Verwendung von
fluorescein-gekoppelten Primern fluoreszenzmarkiert und anschlieend mit einem automatischen
Kapillarsequenzierer aufgetrennt.
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Die Messungen ergaben, dal3 die meisten Zellen mehrere (2-3) Kv1 Transkripte gleichzeitig
exprimieren. Bei 4 (von 17) Zellen) konnte nur ein Kv1 Transkript nachgewiesen werden. Die
exprimierten Transkripte waren am haufigsten Kv1.2 (64,7 % der Zellen), Kv1.6 (58,8%), Kv1.5
(52,9 %), Kv1.3 (29,4 %), Kv1.4 (23,5 %) sowie. Kv1.1 (5,9 %).

Die relativen Anteile der einzelnen Zellen an Kv1 spezifischen Transkripten sind in Tabelle 1

dargestellt.
# Kv1.1 Kv1.2 Kv1.3 Kvl.4 Kv1.5 Kv1.6

226/2 100
234/1 13 87
234/10 13 3 2 81
234/2 27 25 48
226/4 29 46 25
226/1 76 24
226/7 36 48 17
234/7 75 9 16
226/6 90 10
226/5 86 5 6 4
226/8 100
234/6 100
234/4 100
226/10 40 60
234/11 27 73
226/9 80 6 15
234/3 56 39 6
# 1/17 11/17 5/17 4/17 9/17 10/17
% 5.9 64.7 29.4 235 52.9 58.8

Tabelle 2

Anteile von Kv1 Transkripten in einzelnen Oligodendrozytenvorlauferzellen
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Erstaunlicherweise wurde das Kv1.2 Transkript in einem gro3en Teil der Zellen (64,7 % der Zellen)
und Kv1.3 in 29,4 % der Zellen gefunden, obwohl die Expression der entsprechenden Proteine mit
den immunozytochemischen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden konnte. Trotz der sehr
heterogenen Transkriptexpression konnten bei den untersuchten Zellen keine Unterschiede
hinsichtlich des Strommusters festgestellt werden (Abb. 21).

A

Kul-53 e K P F0 158 e e
VAN = s P So— s
K12 ) 2t ]
kKe13 I o
Kel 4 I v
Kel s ey
el 6 e
B

#1 2 3 4 &5 6 7 & & 10 Kl Him

400 bp
300 bp
Abbildung 20

Analyse der Kv1-Transkriptexpression mit Hilfe der Einzelzell-PCR-Technik

A) Bei der Einzelzell-PCR kdnnen durch die Nutzung von degenerierten Primern die amplifizierten
cDNA-Fragmente aufgrund ihrer LaAnge unterschieden werden. Die PCR wurde zuerst mit dem
Primerpaar Kv1-S6,ptisense UNd KV-S3sense Und danach mit dem Primerpaar Kv1-Pgutisense Und Kvi-
S3sense durchgefiihrt (seminested).

B) Die cDNA-Fragmente wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch
Ethidiumbromid sichtbar visualisiert.
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Abbildung 21

Kv1 Transkriptexpression und Ganzzellstrommuster von einzelnen Oligodendrozyten-Vorlauferzellen

A) Die Auftrennung der amplifizierten cDNA-Fragmente erfolgte durch Kapillarelektrophorese. Durch
die Nutzung von Molekulargewichtsmarkern (rot) kann die Fragmentlange auf ein Basenpaar
genau bestimmt werden. Kv1-Transkripte treten in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen in sehr
unterschiedlichen Kombinationen auf. Zum Teil wurde nur ein Transkript pro Zelle gefunden (z.B.
Zelle 8, zweite Spur von oben), meist jedoch zwei bis drei Transkripte (z.B. Zelle 10, oberste

Spur).
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B) Vor dem Ernten des Zytoplasmas wurden die Oligodendrozyten-Vorlauferzellen im Ganzzellmodus
der Patch-Clamp-Konfiguration elektrophysiologisch untersucht. Zur Aktivierung der K*
Auswartsstrome wurden depolarisierende Spannungsspriinge (-70 mV bis +20 mV) fiir 50 ms
ausgefiuhrt. Trotz der heterogenen Transkriptexpression konnten keine signifikanten Unterschiede
im Strommuster der Zellen festgestellt werden.

4.1.6 EinfluR der Kv1.1 bzw. Kv1.4-Expression auf die elektrophysiologischen
Eigenschaften

Um den Beitrag der einzelnen Kaliumkanéle zu den elektrophysiologischen Eigenschaften des
Gesamtzellstromes zu testen, wurden einzelne Oligodendrozyten-Vorlauferzellen zuerst
elektrophysiologisch untersucht und danach auf das Vorhandensein der Kanalproteine Kv1.4 (n=9)
bzw. Kv1.1 (n=18) getestet. Das Wiederfinden der Zellen wurde durch ein auf den Deckglaschen
vorhandenes Beschriftungssystem (“cellocate-" Deckglaser, Fa. Eppendorf, Hamburg) ermdglicht. Im
Anschluf? wurden die Unterschiede hinsichtlich der Stromeigenschaften zwischen Kv1.4-positiven
(n=5) und Kv1.4-negativen Zellen (n=4) bzw. zwischen Kv1.1-positiven (n=1) und Kv1.1-negativen
Zellen (n=17) verglichen.
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Abbildung 22

Elektrophysiologische Eigenschaften von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen im Vergleich zur
Expression des Kv1.1-Proteins
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Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden im Ganzzellmodus der Patch-Clamp-Technik untersucht
und anschliel3end immunozytochemisch auf die Expression von Kv1.1 getestet.

A) Kv1.1 positive Oligodendrozyten-Vorlauferzelle. K™ Auswartsstrome wurden durch
depolarisierende Spannungspulse (-70 bis +90 mV) aktiviert.

B) Kv1.1 negative Oligodendrozyten-Vorlauferzelle. K* Auswartsstrome zeigen eine leichte zeitliche
Inaktivierung.

C) mittlere Strom-Spannungskurve von 11 Kv1.1 negativen Zellen (Kreis) und einer Kv1.1 (Quadrat)
positiven Zelle. Es treten keine Unterschiede in der Stromaktivierung auf.

D) Mit Hilfe eines Vorpuls-Stimulationsprotokolls (s. Material und Methoden, 3.2.4.4.) wurde die
Inaktivierung der K™ Stréme bei Kv1.1 negativen (Kreis) und Kv1.1 positiven (Quadrat) Zellen
untersucht. Bei der Kv1.1 positiven Zelle ist der Anteil des zweiten, erst bei starkerer
Depolarisierung inaktivierenden Stromes grof3er (60 %) als bei der Kv1.1 negativen Zelle (34 %).
Die halbmaximalen Inaktivierungsspannungen liegen innerhalb der Schwankungsbreite der Zellen.

Die Membranstrome der kultivierten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden mit Hilfe der Patch-
Clamp-Technik im Ganzzellmodus untersucht. Das direkt nach dem Herstellen der
Ganzzellkonfiguration unter Stromklemme gemessene Membranpotential lag fiir die Kv1.1 negativen
Zellen mit V,=-47 mV (x10 mV, n=17) nahe dem Mittelwert fir diese Zellen (Vp,=-53 mV £16 mV;
n=176). Das Membranpotential der Kv1.1 positiven Zelle lag mit -64 mV etwas weiter im negativen
Bereich. Durch eine Serie von depolarisierenden Spannungspulsen (-70 mV bis +90 mV fiir 50 ms)
wurden bei allen Zellen K™ Auswartsstrome aktiviert. Die Stromwerte wurden entsprechend Gleichung
4-2 (s. oben) in Leitfahigkeiten umgerechnet und gegen die Spannung aufgetragen. Der Verlauf
dieser Kurven war bei den Kv1.1 positiven und Kv1.1 negativen Zellen nahezu identisch (Abb. 22 C).
Die Anpassung mit einer Boltzmann-Funktion ergab eine mittlere halbmaximale
Aktivierungsspannung von V1,=0,9 mV (£9,4 mV, n=15) bei den Kv1.1 negativen Zellen sowie einen
Wert von-2,8 bei der Kv1.1 positiven Zelle. Die Spannungsabhéngigkeit der Kanalinaktivierung wurde
mit Hilfe eines Vorpuls-Stimulationsprotokolls (Spannungssprungprotokoll 4, Abb. 7 D, Material und
Methoden) untersucht. Die Auftragung der Leitfahigkeiten gegen das Membranpotential ergibt
biphasisch sigmoid abnehmende Kurven (Abb. 22 D). Diese wurden durch eine Summe von zwei
Boltzmannfunktionen angepaldt. Es ergaben sich keine Unterschiede der Kanalinaktivierung zwischen
Kv1.1 positiven und Kv1.1 negativen Zellen. Die halbmaximale Inaktivierungsspannungen betrugen
V12=-63,4 (£5,5; n=4) und V1,=-15,7 (£1,9; n=4) fur die Kv1.1 negativen Zellen und V;,,=-58 mV bzw.
V12=-11,9 mV fir die Kv1.1 positive Zelle.

Die relativen Anteile der beiden Stromfraktionen unterschieden sich bei Kv1.1 negativen und
positiven Zellen. Wahrend bei den Kv1.1 negativen Zellen 65 % (£5 %, n=4) des Stromes durch die
erste Boltzmannfunktion (mit V1,=-60 mV) angepasst werden konnten, waren es bei der Kv1.1
positiven Zelle lediglich 35 %. Diese Werte liegen aber im Bereich der Schwankungen innerhalb der
Zellen.

Kombinierte elektrophysiologische und immunozytochemische Untersuchungen wurden (wie oben
beschrieben) ebenfalls fiir die Expression des Kvi1.4 K* Kanalmolekiils durchgefiihrt. Im
Ganzzellmodus der Patch-Clamp-Konfiguration wurde unter Spannungsklemme das
Membranpotential bestimmt. Bei den Kv1.4 negativen Zellen ergaben sich etwas kleinere
Membranpotentialwerte (Vy, = -33 £13 mV, n=4) als bei den Kv1.4 positiven Zellen (Vy, =-51 14 mV,
n=7). K" Auswértsstrome wurden durch eine Reihe von depolarisierenden Spannungspulsen (-70 mV
bis +90 mV) aktiviert. Die aus den Stromwerten errechneten Leitfahigkeiten wurden gegen die
Spannung aufgetragen. Wie in Abb. 23 C dargestellt, ergeben die Leitfahigkeits-Spannungs-Kurven
der Kv1.4 negativen und Kv1.4 positiven Zellen leicht unterschiedliche Verlaufe. Wahrend die
Leitfahigkeiten der Kv1.4 negativen Zellen bei stark depolarisierenden Potentialen wieder abnehmen,
zeigt die Kurve der Kv1.4 positiven Zellen keine Sattigung. Die aus dem Boltzmann-Fit der
Leitfahigkeits-Spannungs-Kurve errechnete halbmaximale Aktivierungsspannung betrug V;,=-4,8
5,81 mV (n=4) fur die Kv1.4 negativen Zellen sowie Vy,=+3,7 £9,71 mV (n=5) fur die Kv1.4
positiven Zellen. Die Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung ergab keine Unterschiede hinsichtlich
der Expression von Kv1.4 Proteinen. Die halbmaximalen Inaktivierungsspannungen betrugen Vy,,=-
60,1 mV (x1,7 mV, n=3) und V1,=-20,9 mV (£3,2 mV n=3) fur die Kv1.4 negativen Zellen sowie
V12=-59,1 mV (x4,5 mV, n=4) und V1,=-12,6 mV (£1 mV, n=4) fir die Kv1.4 negativen Zellen. Der
Anteil der ersten Stromkomponente betrug bei den Kv1.4 positiven Zellen 50 % * 9 %, n=4 sowie 49
% +21 %, n=3 bei den Kv1.4 negativen Zellen und zeigten somit keine Unterschiede hinsichtlich der
Kv1.4 Expression.
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Abbildung 23

Elektrophysiologische Eigenschaften von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen im Vergleich zur
Expression des Kv1.4-Proteins

Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden im Ganzzellmodus der Patch-Clamp-Technik untersucht
und anschlieRend immunozytochemisch auf die Expression von Kv1.4 getestet.

A) Kv1.4 positive Oligodendrozyten-Vorlauferzelle. K™ Auswartsstrdme wurden durch

depolarisierende Spannungspulse (-70 bis +90 mV) aktiviert und zeigen eine leichte zeitliche
Inaktivierung.

B) Kvl1.4 negative Oligodendrozyten-Vorlauferzelle.

C) mittlere Strom-Spannungskurve von finf Kv1.4 positiven Zellen (Quadrat) und vier Kv1.4 (Kreis)
negativen Zellen.

D) Mit Hilfe eines Vorpuls-Stimulationsprotokolls (s. Material und Methoden, 3.2.4.4.) wurde die
Inaktivierung der K* Stréme bei Kv1.4 positiven (Quadrat) und Kv1.1 negativen (Kreis) Zellen
untersucht. Es treten keine Unterschiede in der Strominaktivierung auf.
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4.2 Rolle von Kaliumkanalen bei der Neurotransmitterantwort

4.2.1 Hemmung von auswarts rektifizierenden K* Kanélen durch GABA

Auswairts rektifizierende Kaliumkanéle von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen kénnen durch ionotrope
Glutamatrezeptoren reguliert werden (Kainat-Typ) (Borges et al., 1994; Borges und Kettenmann,
1995). Da Oligodendrozyten-Vorlauferzellen auch ionotrope GABAA Rezeptoren exprimieren, ist es
interessant zu untersuchen, ob die Aktivierung dieser Kanéle ebenfalls zu einer Modulation von
spannungsabhangigen Kaliumkandlen fiihrt. Da Kdrnerzellen in Kultur eine sehr viel hthere Dichte an
GABA-Rezeptoren exprimieren, wurden diese Zellen als Modellsystem fir die Untersuchungen
gewahlt.

Kdrnerzellen aus den Kleinhirn von perinatalen Mausen wurden in Zellkultur mit Hilfe der Patch-
Clamp-Technik im Ganzzell- und Einzelkanalmodus beziiglich ihres Kaliumkanalstromes bei
Applikation des inhibitorischen Neurotransmitters GABA untersucht.

Das Membranstrommuster der Kérnerzellen ist durch die Expression von schnell inaktivierenden Na'-
Strémen, auswarts rektifizierenden Kaliumstromen mit langsamer Inaktivierung oder keiner zeitlichen
Inaktivierung ("delayed rectifier"-Typ) sowie schnell inaktivierenden Kaliumstrémen ("A-Typ-" Strome)
gepragt (Abb. 24 A). Die Strom-Spannungs-Kurve (Abb. 24 B) zeigt, dal3 bei hyperpolarisierenden
Potentialen nur sehr kleine Einwartsstrome flieBen, bei Depolarisierung ab ca. -40 mV jedoch starke
Auswartsstrome aktiviert werden.

GABA-Rezeptoren sind ionotrope Membranrezeptoren, die bei Aktivierung mit der Offnung eines
intrinsischen CI'-Kanals reagieren. Appliziert man GABA in einer Konzentration von 10 M fiir 15 s
Uber die Badperfusion, kommt es bei einem Haltepotential von -60 mV zur Aktivierung eines
Einwartsstromes mit einer mittleren Amplitude von 450 pA (Bereich von 250 bis 950 pA; n=27). Zur
weiteren Untersuchung dieses Stromes wurden die Kaliumstréme durch Vorinkubation der Zellen fir
3 min mit dem Kaliumkanalblocker Ba®* gehemmt und GABA (10'4 M) wurde in der Anwesenheit von
Ba®* appliziert (Abb. 24 C). Um dabei den zeitlichen Verlauf der Strom-Spannungskurven wéhrend
der Applikation von GABA untersuchen zu kénnen, wurde die Membran wiederholt jeweils fir 50 ms
von einem Haltepotential von -60 mV auf eine Reihe von de-und hyperpolarisierenden Potentialen
geklemmt (Abb. 24 C, oben). Die Strom-Spannungs-Kurve des GABA-induzierten Stromes wurde
durch Subtraktion des Stromes vor der GABA-Zugabe vom Strom wahrend der GABA-Antwort
erhalten (Abb. 24 D). Das mittlere Reversionspotential des GABA-induzierten Stromes lag bei -2,4
mV (Bereich von -10 mV bis 0 mV, n=5). Dies entspricht in guter N&herung dem
Gleichgewichtspotential fur CI" (Nernst-Potential) von E¢=-4,5 mV fur die verwendete Bad- und
Pipettenlésung.
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Abbildung 24

Kultivierte Kérnerzellen reagieren auf die Applikation von GABA (10 M) mit der Aktivierung eines
Auswartswartsstromes von ClI lonen.

A) Koérnerzellen in Zellkultur wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik im Ganzzellmodus auf eine
Reihe von de- und hyperpolarisierenden Spannungen geklemmt und die resultierenden Stréme
gemessen.

B) Die Strom-Spannungs-Kurve wurde aus den in A) dargestellten Membranstromen zum Zeitpunkt
40 ms nach Beginn des Spannungssprunges gewonnen. Bei Hyperpolarisation werden nur kleine
Stréme aktiviert, wahrend bei Depolarisation ab ca. -40 mV (typisch fur "delayed rectifier") grof3e
Auswartsstrome aktiviert werden.
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C) Wahrend kontinuierlicher Stimulation der Zelle mit dem oben dargestellten Stimulationsprotokoll
(s. auch Material und Methoden 3.2.4.2.) wurde GABA flr 15 s Uber die Badperfusion appliziert.
Zur Blockierung der K* Strome wurden die Zellen fur 3 min mit Ba* (10 mM) vorinkubiert und war
Ba”" wahrend der gesamten Messung in der Perfusionslésung vorhanden. Durch die Zugabe von
GABA wird ein Einwartsstrom von ca. 750 pA aktiviert.

D) Die Strom-Spannungs-Kurve des GABA-induzierten Stromes wurde durch Subtraktion des
Stromes vor der GABA-Applikation von dem Strom wéhrend der GABA-Applikation gewonnen. Die
resultierende Strom-Spannungs-Kurve ist annahernd linear und hat ein Reversionspotential nahe 0
mV.

Durch Anwendung des spezifischen Agonisten Muscimol soll getestet werden, ob die GABA-Antwort
auf Kornerzellen durch GABAA-Rezeptoren vermittelt wird.

Der fiir GABAA-Rezeptoren spezifische Agonist Muscimol (10 M) filhrte ebenfalls zur Induktion eines
Einwartsstromes und zu einem Block von auswarts rektifizierenden K™ Strémen (Abb. 25). Die
durchschnittliche Leitféahigkeitserh6hung bei hyperpolarisierenden Potentialen betrug 10,1 nS (Bereich
von 7,6 bis 14,3 nS; n=7), die durch Muscimol induzierte mittlere Leitfahigkeitsreduktion bei
Depolarisation betrug 28,5% (Bereich von 19,5 bis 38,3 %; n=7), vergleichbar mit den bei GABA
erhaltenen Werten.
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Abbildung 25
Der GABAA-Rezeptor-Agonist Muscimol reproduziert die durch GABA hervorgerufenen Effekte an
kultivierten Kérnerzellen
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A) Membranstréme von kultivierten Kdrnerzellen wurden im Ganzzellmodus der Patch-Clamp-
Technik mit dem in Fig. 4-15C beschriebenen Stimulationsprotokoll gemessen. Die Applikation
von Muscimol (10™ M) fiihrt (wie die Applikation von GABA) zur Induktion eines CI
Einwartsstromes und zur Blockierung von K*-Auswaértsstromen. Die Strom-Spannungs-Kurve
(rechte Darstellung) wurde durch Subtraktion des Stromes vor der Zugabe von GABA vom Strom
bei maximalem Block der K*-Stréme erhalten.

B) Muscimol (10™* M) blockiert im “cell-attached-" Modus der Patch-Clamp-Technik registrierte K*
Kanéle. Durch Membrandepolarisierung (+30 mV) werden mehrere unter der Pipette befindliche
auswarts rektifiziernde K* Kanale gedffnet. Diese werden durch die Zugabe von Muscimol (10
geblockt.

Die Antwort der Kdrnerzellen auf die Applikation von GABA fiihrt in Abwesenheit des
Kaliumkanalblockers Ba®* zu einer komplexen Stromantwort bestehend aus einer
Leitfahigkeitsernéhung bei hyperpolarisierenden Potentialen (Einwartsstrom) und einer
Leitfahigkeitserniedrigung bei Depolarisation (Abb. 26 A, obere Darstellung). Die Aktivierung des
Rezeptors fuhrt zu einem Chlorid-Auswartsstrom tUber den in den Rezeptor integrierten Chloridkanal
sowie zu einer Hemmung von auswarts rektifizierenden Kaliumkanalen. Diese beiden Effekte kdnnen
aufgrund ihrer Spannungsabhéangigkeit getrennt werden. Bei Potentialen von -60 mV (und negativer)
kommt es bei der Zugabe von GABA durch die Aktivierung eines CI" Auswartsstromes zu einer
linearen Leitfahigkeitserhéhung von durchschnittlich 8,6 nS (Bereich von 3,4 bis 13,6 nS, n=8 bei -60
mV), die innerhalb von 3 min vollstandig reversibel ist. Die Inhibierung der Kaliumkanéle wird bei
Depolarisierung auf Potentiale von -35 mV (und positiver) mef3bar. Durch die Hemmung der
Kaliumstréme kommt es zu einer Leitfahigkeitsreduktion von durchschnittlich 27 % (19 bis 43 %,
n=24). Um die beiden sich Gberlagernden Effekte zu trennen, wurde die Leitféahigkeit bei
Hyperpolarisation von der jeweiligen Leitfahigkeit bei Depolarisation abgezogen (Abb. 26 A, untere
Darstellung). Auf diesem Wege erhalt man eine Reduktion der Kaliumleitféhigkeit von 22,3 nS
(Bereich von 18,6 bis 25,3 nS; n=8) vor GABA-Applikation auf 6,5 nS (Bereich von 2,9 bis 8,7 nS),
was einer Reduktion um durchschnittlich 71% (Bereich von 66 bis 85 %; n=8) entspricht.
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Abbildung 26

Die GABA-Antwort bei kultivierten Kérnerzellen besteht aus zwei Komponenten.

A) Applikation von GABA (10 M) fiihrt bei kultivierten Kérnerzellen zu einer komplexen
Stromantwort bestehend aus der Induktion des CI-Auswértsstromes und einer Hemmung von K*-
Auswartsstromen. Die Membranstréme wurden durch die in Abb. 24 C beschriebene Stimulation
erzeugt. Der Zeitverlauf der durch GABA hervorgerufenen Leitfahigkeitsanderungen (untere
Darstellung) wurde aus der Stromspur (obere Darstellung) berechnet. Dazu wurde die
Einwértsleitfahigkeit aus den Stromwerten bei Potentialen zwischen -60 und -110 mV berechnet
und die Leitfahigkeit vor der Applikation von GABA abgezogen (Dreiecke). Die Leitfahigkeit steigt
schnell an und féllt dann innerhalb von 3 min wieder auf den Ruhewert ab. Die
Auswartsleitfahigkeit wurde aus den Stromwerten bei Potentialen zwischen -10 und +40 mV
bestimmt und die Einwértsleitfahigkeit wurde von der so berechneten Auswaértsleitfahigkeit
abgezogen (Kreise).

B) Strom-Spannungs-Kurve des durch GABA induzierten Stromes zum Zeitpunkt der maximalen
Stromantwort, Stréme vor der Applikation von GABA wurden subtrahiert.

C) Strom-Spannungs-Kurve zum Zeitpunkt des maximalen K* Kanalblocks, die Strdme vor der
Applikation von GABA wurden subtrahiert.

Die auswarts rektifizierenden Kaliumstrome setzen sich bei Kdrnerzellen aus zwei unterschiedlichen
Anteilen zusammen, den "delayed rectifier-" K*-Strémen und den "A-Typ-" K*-Strémen. Die schnell
inaktivierenden "A-Typ-" K*-Stréme werden durch vorhergehende Hyperpolarisierung aktiviert. Zur
Isolation der A-Strom-Komponente wurde ein Spannungssprung jeweils vom Haltepotential (-50 mV)
und von -120 mV ausgefuhrt und die Stréme subtrahiert (Abb. 27 B Inset). Die Applikation von GABA
(10 M) fiihrt sowohl zur Hemmung des nicht inaktivierenden "delayed rectifier-" Stromes (um 27,8
%, n=5) (Abb. 27 A) als auch zur Hemmung des schnell inaktivierenden "A-Typ-" Stromes (30,8 %,
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n=5) (Abb. 27 B).
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Abbildung 27

Effekt von GABA auf den "delayed rectifier-" und den "A-Typ-" Strom bei Kérnerzellen

A) -Strome vom "delayed rectifier-" Typ wurden auf kultivierten Kérnerzellen durch depolarisierende
Spannungspulse im Ganzzellmodus der Patch-clamp-Technik fur 50 ms auf +30 mV aktiviert. Die
Zugabe von GABA (10 M) hemmt den "delayed rectifier-" Strom.

B) Zur Isolation des A-Strom-Anteils wurden depolarisierende Spannungsspriinge auf +30 mV nach
vorhergehender Hyperpolarisation fir 300 ms auf -120 mV ausgefiihrt und die durch die in A)
beschriebene Stimulation hervorgerufenen "delayed rectifier-" Stréme wurden subtrahiert. Die
resultierenden Strome zeigen die fiur A-Typ-Strdme typische schnelle Inaktivierung. Die Zugabe
von GABA (10'4 M) hemmt ebenfalls die A-Strom-Komponente von kultivierten Kérnerzellen.

4.2.2 GABA blockiert die K" Einzelkanalaktivitat

Um den Mechanismus des K" Kanalblocks bei Aktivierung des GABA-Rezeptors zu analysieren,
wurden weitere Untersuchungen im Einzelkanalmodus der Patch-Clamp-Technik durchgefiihrt. Dazu
wurden sowohl Einzelkanal- als auch Vielkanalpatches im "cell-attached" Modus untersucht. K
Kanéle wurden aufgrund ihres Reversionspotentiales von 0-10 mV relativ zum Ruhepotential der
Zelle (K" Nernst-Potential) identifiziert. Zur Charakterisierung der Kanéle wurden ausgehend von
einem Haltepotential von 0 mV (Membranruhepotential) Spannungsspriinge zu verschiedenen
depolarisierenden Potentialen ausgefihrt (Abb. 28 B, linke Darstellung). Im Falle von
Vielkanalpatches wurden depolarisierende Spannungsspriinge auf 50, 70 und 90 mV wiederholt
(50mal) ausgefuhrt und die resultierenden Stréme wurden gemittelt. Diese gemittelten Stromspuren
zeigten entweder "delayed rectifier-" (Abb. 28 B, rechte Darstellung) oder "A-Strom-" Charakter (Abb.
25 B).

GABA (oder Muscimol) wurden tber die Badperfusion appliziert und wirkten somit auf die
Membranrezeptoren aul3erhalb des unter der Patchpipette befindlichen Membranstiicks (s. Abb. 28
A). Das Signal zur Beeinflussung der K" Kanéle muR also tiber das Zytoplasma (ibertragen werden.
Die Applikation von GABA fiihrte zur Reduktion oder vollstandigen Blockierung der K*
Einzelkanalstréme (Abb. 28 C) oder Vielkanalstrome (Abb. 25B). Dabei &ndert sich die Leitfahigkeit
der Kanéle nicht, sondern die Offnungswahrscheinlichkeit der Kanale wird zum Teil bis zum
kompletten Schliel3en des Kanals verringert. Diese entspricht dem zeitlichen Anteil, der vom Kanal
im offenen Zustand verbracht wird. Die Reduktion der Kanalaktivitat war nach Auswaschen von
GABA nicht immer vollstandig reversibel.
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GABA blockiert auswarts rektifizierende K* Kanéle in der "cell-attached-" Konfiguration
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A) Einzelkanale (bzw. Vielkanalstrome) auf dem von der Pipette isolierten Membranstiick wurden mit
der Patch-clamp-Technik in der "cell-attached-" Konfiguration gemessen. GABA (10" M) wurde
Uber die Badperfusion appliziert und konnte somit nur auf Membranrezeptoren aul3erhalb der
Patchpipette wirksam werden. Das Signhal von den GABA-Rezeptoren zu den unter der
Patchpipette befindlichen Kaliumkanalen wird somit auf dem Wege Uber das Zytoplasma
weitergeleitet.

B) Strome durch auswarts rektifizierende Kaliumkanéle bei verschiedenen depolarisierenden
Haltepotentialen (relativ zum Membranruhepotential). Die Kanal6ffnungen sind nach oben
aufgetragen. Aus der Strom-Spannungs-Kurve (rechts) ergibt sich eine Einzelkanalleitféahigkeit von
o= 80,5 pS und ein Reversionspotential nahe 0 mV (dem Membranruhepotential). Die durch
Mittlung der Stréme von jeweils 50 Spannungsspringen auf 50, 70 und 90 mV entstehende
Stromspur zeigt eindeutig das Zeitverhalten eines "delayed rectifier-" K™ Kanals (Darstellung oben
rechs).

C) Die Zugabe von GABA fiihrt zu einem nahezu vollstéandigen Block der K™ Stréme (selbe Zelle wie
in B). Auswaschen von GABA fiihrt hier nicht nur zur Wiederherstellung der urspriinglichen
Aktivitat, sondern zu erhohter Kanalaktivitat. Die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten vor, wahrend und nach der Applikation von GABA berechnet und
zeitlich aufgetragen (Darstellung rechts).

Die Starke des Rauschens (d.h. der Amplitudenschwankungen) einer Stromspur ist ein Malf3 fur die
Anzahl der gedffneten Kanéle. Die Analyse des Stromrauschens stellt also eine weitere Mdglichkeit
zur Untersuchung von lonenkanalaktivitaten dar. Dazu wurde in der Ganzzellkonfiguration der Patch-
Clamp-Technik das Stromrauschen beim Haltepotential von -60 mV und bei einem Potential von 0
mV bestimmt. Da -60 mV annahernd mit dem Reversionspotential von K* iibereinstimmt, wird bei
dieser Membranspannung das Rauschen ausschlie3lich durch CI" lonen bestimmt, wéahrend bei 0 mV,
dem Reversionspotential von CI', das Rauschen durch K* lonen verursacht wird. Diese beiden
Potentiale wurden alternierend fir jeweils 500 ms (fur mehrere Minuten) appliziert und die
resultierenden Stréme wurden mit hoher Zeitauflésung (10 kHz) aufgezeichnet. GABA oder Muscimol
(10* M) wurden wahrend der Aufzeichnung fiir 15 s appliziert. Die Haufigkeit der gemessenen
Stromamplituden wéhrend einer bestimmten Zeitspanne vor, wahrend und nach der GABA-Antwort
wurden jeweils in einem Histogramm (Amplitudenhistogramm) dargestellt (s Abb. 29 unten). Da der
Strom in diesem Zeitfenster um einen bestimmten Wert variiert, haben die Amplitudenhistogramme
die Form einer Gaul3-Kurve. Die H6he des Stromrauschens entspricht der Breite der Gaul3-Kurven
und ergibt sich aus der Standardabweichung der Gaul3verteilung. Bei einem Membranpotential von 0
mV betrug die mittlere Varianz der GauBverteilung 5,2*10° nA? (n=5) und verringerte sich wahrend
der Zugabe von GABA (bzw. Muscimol) auf 4,1*10° nA?, was einer Reduktion um 21 % entspricht. Im
Gegensatz dazu erhghte sich das Stromrauschen bei -60 mV in Gegenwart von GABA (oder
Muscimol) von 0,8*10° nA? auf 7,2¥10"° nA? auf 900 % des Kontrollwertes.
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Abbildung 29
Analyse des Stromrauschens wahrend der Applikation von Muscimol (10 M)

Die Zellmembran von kultivierten Kérnerzellen wurde im Ganzzellmodus der Patch-clamp-
Konfiguration jeweils fur 500 ms alternierend auf -60 mV und 0 mV geklemmt und die resultierenden
Strome wurden aufgezeichnet (obere Darstellung). Daraus wurden die Amplitudenhistogramme vor
(1, 3) und wahrend der Zugabe von Muscimol (2, 4) berechnet und mit einer Gaul3-Funktion
angepalit. Die Varianz der Gaul3funktion ist ein MaR flr das Rauschen und damit fur die Anzahl
geodffneter Kanéle. Applikation des GABAs-Agonisten Muscimol flhrt zu einem Einwartsstrom
verbunden mit einem erhéhten Stromrauschen bei -60 mV und zur Reduktion von Auswartsstromen
bei 0 mV. Die Varianz der GauRverteilung bei 0 mV verringerte sich von 11,2*10° nA” vor der
Applikation auf 6,710 nA” wahrend der Zugabe von Muscimol (unten links). Bei einem
Haltepotential von -60 mV hingegen erhohte sich das Stromrauschen von 1,4*10® nA? vor der
Muscimol-Applikation auf 45,2*10° nA? wahrend der Muscimolapplikation (unten rechts).
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Expression spannungsaktivierbarer Kaliumkanéle
des Kv1-Typs (Shaker-Typ) in kultivierten glialen Vorlauferzellen der Maus untersucht. Dazu wurden
die Expression von Kv1 Transkripten, die Kvl Proteinexpression sowie die elektrophysiologischen
und pharmakologischen Eigenschaften der Membranstrome miteinander verglichen. Weiterhin wurde
die Regulierung dieser Kaliumkandle durch die Aktivierung von Neurotransmitterrezeptoren
untersucht.

5.1 Oligodendrozyten verfugen Uber ein heterogenes Repertoire von
Kaliumkanalen

Patch-Clamp-Untersuchungen im Ganzzellmodus zeigten bei allen Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
des verwendeten Zellkultursystems eine starke Expression spannungsaktivierter, auswarts
rektifizierender Kaliumstréome.

Die Eigenschaften von spannungsaktivierten Kaliumstromen in glialen Vorlauferzellen wurden in
ahnlichen Zellkultursystemen (Sontheimer et al., 1989; Borges et al., 1994) sowie in
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen in lebenden Hirnschnittpraparaten des corpus callosum (Berger et
al., 1991) untersucht. Uber die molekulare Identitat dieser Strome sowie deren Beitrag zum
Gesamtstrom gibt es derzeitig noch keine Untersuchungen. In dieser Arbeit wurde die funktionelle
Expression von auswarts rektifizierenden Kaliumkanéalen der Kvl (Shaker) Familie sowie deren
Beitrag zum Gesamtzellstrom auf Protein- und mRNA-Ebene analysiert.

Die auswatrts rektifizierenden Kaliumstréme von der untersuchten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
zeigten eine starke Heterogenitét ihrer elektrophysiologischen (z.B. Kanalinaktivierung) und
pharmakologischen Eigenschaften (Sensitivitat gegen spezifische Kaliumkanalblocker). Die
Heterogenitat der Stromeigenschaften von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen ist in verschiedenen
Arbeiten untersucht worden (Kettenmann et al., 1991; Sontheimer et al., 1989).

Bei eigenen Einzelkanalexperimenten im "cell-attached" und im "inside-out" Modus der Patch-Clamp-
Konfiguration wurde eine heterogene Leitfahigkeitsverteilung mit einer Vielzahl unterschiedlicher
Einzelkanalleitfahigkeiten von auswarts rektifizierenden Kaliumkanalen gefunden.

Unterschiede der Einzelkanaleigenschaften wurden ebenfalls bei verschiedenen weiteren
Oligodendrozyten-Préparationen festgestellt, z.B. kultivierten Oligodendrozyten aus dem Rind
McLarnon und Kim, 1989), Oligodendrozyten aus dem Riuckenmark der Maus (Kettenmann et al.,
1984) und Schwannzellen der Maus (Verkhratsky et al., 1991).

Die grofite Gruppe spannungsabhéngiger Kaliumkanalmolekule bildet die Kv1 (Shaker) Familie. Die
molekulare und funktionale Expression dieser Kanale wurde in dieser Arbeit mit einer Kombination
von molekularbiologischen und elektrophysiologischen Techniken untersucht.

5.2 Expression von Kv1 Kaliumkanalproteinen in Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen

Zur Untersuchung der Expression der Kv1 Proteine wurden immunozytochemische Farbungen mit fur
die Kanalmolekile Kv1.1 bis Kv1.6 spezifischen polyklonalen Antikdrpern durchgefihrt. Es wurde
gezeigt, dald die Kanalmolekile Kv1.4, Kv1.5 und Kv1.6 in fast allen Zellen exprimiert werden; Kv1.1
Kanéle wurden nur in wenigen Zellen (10 %) gefunden.

In Gliazellen sind spannungsabhéngige Kaliumkanéle der Kv1 Familie bis jetzt nur in Schwannzellen
im peripheren Nervensystem sowie in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen gefunden worden. In
kultivierten Oligodendrozytenvorlauferzellen aus neonatalen Ratten wurde die Expression von
verschiedenen Kv1 Proteinen (Kv1.2, Kv1.4, Kv1.5 und Kv1.6) beschrieben (Attali et al., 1997). In
Schwannzellen des Ischiasnervs hingegen wurde die Expression von Transkripten und Proteinen des
Kv1.1 und Kv1.5 Kaliumkanals gefunden (Mi et al., 1995).

Die gleichzeitige Expression von mehreren Kvl Kanélen wurde auch in anderen Zelltypen gefunden.
So wurde z.B. in einer Praparation von Herzmuskelzellen des Frettchens die Expression von bis zu
10 Kv Transkripten (4 der 6 Kv1 Transkripte) festgestellt (Brahmajothi et al., 1997).

Um Abschatzungen Uber die Expressionsrate der Kanéle sowie ihren Beitrag zum Gesamtstrom zu
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machen, wurden diese Experimente mit einer umfassenden elektrophysiologischen und
pharmakologischen Untersuchung kombiniert.

5.3 Beitrag der Kv1l Kanale zum Gesamtstrom

Mit einer Kombination von elektrophysiologischen und pharmakologischen Untersuchungen sowie
immunozytochemischen Farbungen wurde die funktionelle Expression von allen bis jetzt bekannten
Kv1 Kaliumkanlen in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen der Maus bestimmt.

Die homomeren Kv1 Kanéle sind hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften in Expressionssystemen bereits intensiv untersucht worden (z.B. Stihmer et al., 1989,
Grissmer et al., 1994).

Vergleicht man die im Rahmen dieser Arbeit an Oligodendrozyten-Vorlauferzellen gemessenen
Parameter mit den Literaturdaten, so kommt man zu folgenden Schluf3folgerungen:

1) Kvl.1, Kv1.2, Kv1.3 und Kv1.6 haben keinen grof3en Beitrag am Gesamtzellstrom. Fir diese
Kanéle ist eine hohe Sensitivitat gegen die spezifischen Toxine Dendrotoxin (DTX), Charybdotoxin
(CTX) und MCDP (mast cell degranulating peptide) beschrieben (Stihmer et al., 1989; Grissmer
et al., 1994; Kirsch et al., 1991), die auswarts rektifizierenden Kaliumstréme von
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden durch die Applikation dieser Substanzen jedoch nicht
gehemmt. Die Kanéle Kv1.2 und Kv1.3 wurden auf3erdem mit den immunozytochemischen
Farbungen nicht nachgewiesen.

2) Homomere Kv1.1-Kanéle zeigen bei Expression in Sdugerzellen bzw. Xenopus laevis Oozyten
eine hohe TEA-Sensitivitat (Stihmer et al., 1989; Grissmer et al., 1994; Klumpp et al., 1991). Die
hier gemessene TEA-Sensitivitat (29 mM) lag jedoch um zwei Zehnerpotenzen héher als fur
homomere Kv1.1 Kanéle zu erwarten (0,3 mM, Grissmer et al., 1994). Das Kv1.1 Protein wurde
bei 10 % der Zellen gefunden.

Um den Beitrag der Kv1.1 Kanale zum Gesamtzellstrom zu bestimmen, wurden die
elektrophysiologischen Eigenschaften von Kv1.1 positiven und Kv1.1 negativen Zellen verglichen.
Die dabei gefundenen Unterschiede lagen im Bereich der Schwankungsbreite. Dies laf3t vermuten,
daf die Kv1.1 Kanéle nur in geringer Anzahl exprimiert werden und keinen grof3en Beitrag zum
Gesamtstrom leisten.

3) Das Vorkommen von homomeren Kv1.4 Kandlen ist ebenfalls auszuschlie3en, da diese eine
schnelle Inaktivierung im Bereich von wenigen ms (Lee et al., 1996) zeigen (N-Typ-Inaktivierung).
AuRRerdem zeigen diese Kanéle eine kumulative Inaktivierung bei wiederholter Aktivierung der
Kanéle (Bertoli et al., 1996; Bertoli et al., 1994), die in diesen Zellen ebenfalls nicht beobachtet
wurde.

4) Fur das Auftreten von Kv1.5 Homomeren sprechen mehrere Tatsachen. Kv1.5 Kanéle sind
insensitiv gegen CTX, DTX und MCDP, jedoch sensitiv fir 4-AP und Chinidin (Grissmer et al.,
1994; Pak et al., 1991). Die halbmaximalen Blockerkonzentrationen fiir diese beiden Substanzen
stimmen in guter N&dherung mit den gemessenen Werten tberein. Kv1.5 Proteine wurden in allen
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (99 %) nachgewiesen.

5) Ebenfalls ist die Bildung von heteromeren Kvl Kanélen (Kv1.4 und/oder Kv1.5 und/oder Kv1.6)
moglich.

Roy et al., 1996 untersuchten mit Antisense-Oligonukleotiden die funktionale Expression von Kv1
Kanélen in Astrozyten des Rickenmarks der Maus. Dabei fanden sie, dal3 die Expression von Kv1.5
Kanalen in hohem MalRe zum Gesamtzellstrom beitragt. Weitere Kvl Kanéle wurden jedoch nicht
getestet.

54 Einflul der Kv1.1 bzw. Kv1.4 Expression auf die elektrophysiologischen
Eigenschaften

In Oligodendrozyten-Vorlauferzellen werden Kv1.1 und Kv1.4 Kandle nur in einem Teil der Zellen
exprimiert (Kv1.1: 10 % und Kv1.4: 85 % der Zellen). Mit einer Kombination von
elektrophysiologischer Analyse im "whole-cell" Modus der Patch-Clamp-Technik und
immunozytochemischen Farbungen sollte deren Beitrag zum Gesamtzellstrom bestimmt werden.

Es wurden keine Unterschiede in der Kanalaktivierung und -inaktivierung sowie der
Membranpotentiale zwischen Kv1.1 positiven und Kv1.1 negativen bzw. Kv1.4 positiven und Kv1.4
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negativen Zellen festgestellt. Die Unterschiede beim Membranpotential bei Kv1.4 positiven bzw.
negativen Zellen sowie bei der Kanalinaktivierung bei den Kv1.1 positiven bzw. negativen Zellen
liegen im Bereich der fir diese Zellen beobachteten Schwankungen. Aus den Resultaten ist zu
schlieRen, dal spannungsabhéngige K™ Kanale des Kv1.1 und Kv1.4 Typs nur einen geringen Beitrag
zum Gesamtzellstrom leisten.

Analoge Experimente sind von Gurantz et al. (Gurantz et al., 1996) an Rickenmarksneuronen
durchgefiihrt worden. Die Autoren untersuchten mit einer Kombination von Einzelzell-PCR und Patch-
Clamp-Untersuchung im Ganzzellmodus die Korrelation der Expression der Kv1.1 (und Kv2.2)
Transkripte mit Unterschieden im Strommuster von Rickenmarksneuronen. Dabei konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein der Kv1.1 Transkripte und elektrophysiologischen
Parametern gefunden werden.

5.5 Expression von weiteren spannungsregulierten K" Kanalen

Die Experimente zur Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung weisen auf das Vorhandensein von
zwei Kanalpopulationen mit unterschiedlichen Inaktivierungseigenschaften hin. Die halbmaximale
Inaktivierung der ersten Kanalpopulation mit V,=-60 mV liegt im Bereich der fur Kvl Kanéle
beschriebenen Werte (Stihmer et al., 1989). Die zweite Kanalpopulation inaktiviert mit V,,= -12 mV
bei sehr viel positiveren Potentialen, wie sie fiir Kv2 (Shab) und Kv3 (Shaw) Kanéle beschrieben
wurde (Shahidullah et al., 1995; Salinas et al., 1997).

Von den zur Charakterisierung der Kaliumstrome eingesetzten Blockern (4-AP, TEA, Chinidin, DTX,
CTX und MCDP) wurde jeweils nur ein Teil des Stromes geblockt. Z.B. war der durch 4-AP geblockte
Strom zeitlich inaktivierend (s. Abb. 12), durch TEA (1-100 mM) hingegen wurde ein zeitlich nicht
inaktivierender Strom geblockt (s. Abb. 11). In Bezug auf diese Blocker kénnen also ebenfalls
mindestens zwei unterschiedliche Populationen von Kanélen unterschieden werden.

5.6 Pharmakologie der homomeren Kv1l Kanéle

Die Ganzzellstrome der bekannten auswarts rektifizierenden Kaliumkanale (Homomere) sind in
Expressionsexperimenten gut charakterisiert (u.a. Grissmer et al., 1994; Stihmer et al., 1989).

In der folgenden Tabelle sind die pharmakologischen Parameter der homomeren Kvl Kanéle bei
Expression in Saugerzellen (z.B. Grissmer et al., 1994) oder Xenopus Oozyten (z.B. Stuhmer et al.,
1989) zusammengefallt und mit den an Oligodendrozyten-Vorlauferzellen gemesenen Parametern
verglichen. Die Konzentrationsangaben sind halbmaximale Blockerkonzentrationen (ICso-Werte).
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4-AP TEA Chinidin CTX DTX MCDP

(mM) (mM) (mv)) (mv1) (mvl) (mv))
Kvl.1 0,29 Y 0,379 41" >1 Y 0,02 Y 0,49 Y
12 062 0,022 ? 0,012? 0,045 ?
1,19 047
Kv1.2 0,59 Y 0,00056 40" 0,014V 0,017V 0,44 Y
0,82 1292 0,006 ? 0,004 ? 0,175?
Kv1.3 0,195V 10" 0,0026 ¥ 0,25 Y >2 Y
1,52 502 0,001 ? >0,6 2 >1 2
Kvl.4 12,52 >100 ? 229 >0,04 ? >0,2 ? >2 2
Kv1.5 0,27 Y 330" 729 >0,1 Y >1 Y >10 Y
0,4 >40 ¥ >0,2 % >0,2 % >600 ¥
Kv1.6 0,3° 4% >3 % 0,025 © 0,2°
1,79

Oligodendrozyten-Vorlauferzellen

0,19 29 16,61/ 36,13 >>1 >>2 >>4

Tabelle 3
Blockierbarkeit von homomeren Kv1 Kanalen durch spezifische K* Kanalblocker

1) Grissmer et al., 1994

2) Stuhmer et al., 1989

3) Klumpp et al., 1991

4) Pak et al., 1991

5) Swanson et al., 1990

6) Kirsch etal., 1991

7) Grissmer et al., 1990

8) Grissmer, nicht publiziert

9) Fedida, 1997

Diese Daten lassen sich jedoch nur schwer mit den nativ vorkommenden Strdmen vergleichen. In der
Literatur gibt es nur wenige Beispiele, in denen die Strdme realer Zellen direkt einem bekannten Typ
spannungsabhéngiger Kaliumkanéle zugeordnet werden kénnen. So werden z.B. die delayed rectifier
K" Kanale von C6-Glioma-Zellen sowie von Typ1 und Typ2- Astrozyten Kv1.1 Kanalen zugeordnet
(Wang et al., 1992). Die n-Typ K" Kanéle in Lymphozyten hingegen werden durch Kv1.3 Kanéle
getragen (Attali et al., 1992).
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Ebenfalls wurden in unterschiedlichen Expressionssystemen z.T. sehr unterschiedliche Ergebnisse
erzielt. Zum Beispiel wurde in Xenopus Oozyten eine sehr hohe TEA-Sensitivitét des Kv1.2 Kanals
gemessen (Stihmer et al., 1989), wahrend bei Expression in Sdugerzellen die Sensitivitat gegentiber
TEA um mehrere Zehnerpotenzen hdher lag (Grissmer et al., 1994).

Bei der Zuordnung des Stromes zu einem bestimmten Kanalmolekil missen vor allem folgende
Umstande mit berticksichtigt werden:

a) Bildung von heteromeren Kvl Komplexen
b) Bindung von b-Untereinheiten
¢) Posttranlationale Regulationsmechanismen

5.7 Bildung von heteromeren Kv1 Kanélen

K" Kanale kénnen innerhalb einer Familie heteromere Kanalmolekiile bilden (Ruppersberg et al.,
1990; Rudy et al., 1988). Das Vorkommen solcher heteromerer Kanéle in situ wurde durch Sheng
(Sheng et al., 1993) im Gehirn von Ratten erstmals gezeigt. Die Bildung von heteromeren
Kv1.2/Kv1.4 Kanalen in Axonen und Nerventerminalen fihrt zur Ausbildung eines A-Typ-Stromes mit
gemischten Eigenschaften.

Eine Reihe von heteromeren Kvl Kanélen ist bereits beschrieben worden (Lee et al., 1994; Lee et al.,
1996). Die Rolle der Kv1.5 Untereinheit wurde jedoch in keiner der vorliegenden Arbeiten untersucht.

Stréme von heteromeren Kanalen kdnnen sich dramatisch von den Stromen der homomeren Kanale
unterscheiden (Hopkins et al., 1994).

Bei den vorliegenden Untersuchungen waren aufgrund der immunozytochemischen Untersuchungen
vor allem Kombinationen von heteromultimeren Kv1.4, Kv1.5 und Kv1.6 Kanélen zu erwarten.

In heteromeren Kanélen, die den Kv1.4 Kanal enthalten, sollte aufgrund der typischen N-Typ
Inaktivierung dieses Kanals ein Teil des Stromes innerhalb kurzer Zeit inaktivieren. Die Zeitkonstante
der Inaktivierung bei Oligodendrozyten-Vorlauferzellen liegt mit t= 34 ms weit Uber diesem Wert.

Kurzlich wurde beschrieben, dal? die Expression von heteromeren Kv1.4/ Kv1.6 Kanélen zu einem
Kanal mit langsamer Inaktivierung und Eigenschaften ahnlich dem homomeren Kv1.5 Kanal fuhrt
(Roeper et al., 1998). Am C-Terminus des Kv1.6 Molekiils wurde eine sogenannte NIP-Doméne (N-
type inactivation particle) gefunden, die den Inaktivierungs-Partikel des Kv1.4 Molekils, der die
schnelle N-Typ-Inaktivierung bewirkt, bindet.

5.8 Bindung von b-Untereinheiten

Mit spannungsabhéngigen K* Kanalen der Kv1 (Shaker) und Kv4 (Shal) Kanalfamilie kénnen an der
Zellinnenseite sog. b-Untereinheiten (Kvb1 und/oder Kvb2) assoziiert sein. Diese bewirken eine
beschleunigte Inaktivierung des Stromes (Rettig et al., 1994; Heinemann et al., 1996). AuRerdem
fuhrt insbesondere die Assoziation der Kvb2-Untereinheit tber Chaperon-artige Effekte zu einer
verstarkten Expression der Kanale (Shi et al., 1996).

Koimmunopréazipationsstudien haben gezeigt, dafl3 alle bekannten Kvl Kanéle spezifisch mit den
beiden bekannten b- Untereinheiten Kvb1 und Kvb2 interagieren kénnen (Nakahira et al., 1996;
Rettig et al., 1994). Dabei zeigen die Kanale Kv1.1 und Kv1.5 jedoch eine deutlich geringere Affinitat
zu den b-Untereinheiten.

Inaktivierungszeitkonstanten der gefundenen Stréme sind schneller, als es fur die Kv1 Strdme ohne
b-Untereinheiten beschrieben ist, jedoch ist die Inaktivierung viel langsamer als bei Assoziation von
b-Untereinheiten zu erwarten. Dies ware durch eine Uberlagerung von sehr schnell inaktivierenden
Kanélen (mit assoziierter b-Untereinheit) und langsam inaktivierenden Kanélen (ohne b-Untereinheit)
zu erklaren.
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5.9 Posttranslationale Regulationsmechanismen

Zusatzlich zu der quantitativen Regulation der mRNA- und Proteinkonzentration in der Zelle sind eine
Reihe von weiteren Regulationsmechanismen fir spannungsabhéngige Kaliumkanéle beschrieben
worden.

Durch die Bindung von b-Untereinheiten werden nicht nur die elektrophysiologischen Eigenschaften
der Kv Kanéle verandert, sondern es kann auch die funktionale Expression der K* Kanéle auf der
Zellmembran erhéht werden (Rettig et al., 1994; Nakahira et al., 1996; Shi et al., 1996). Ebenfalls ist
ein Einflu der RNA Konzentration auf elektrophysiologische und pharmakologische Eigenschaften
von Kv1 Kandlen beschrieben worden (Moran et al., 1992; Honore et al., 1992). Als Mechanismus
wird die Bildung von Kaliumkanal-Suprastrukturen (lonenkanalclustern) vermutet (Honore et al.,
1992).

AulRerdem sind direkte, posttranslationale Modifikationen der Kanéle zu vermuten. Attali et al., 1997
fanden in Experimenten mit kultivierten Oligodendrozyten sowie Oligodendrozytenvorlauferzellen,
daf die im Western-Blot mit Kv1.5 bzw. Kv1.6 spezifischen Antikbrpern erkannten Proteine eine sehr
viel héhere Molmasse besal3en als nach der cDNA Sequenz zu erwarten. Dies Iaf3t eine starke
posttranslationale Modifikation der Proteine z.B. Glykosylierung und/oder Phosphorylierung vermuten.
Dieses Phanomen wurde auch fur andere Kv(1) Kanéle beobachtet (Scott et al., 1994; Veh et al.,
1995).

Die Regulation von lonenkandalen durch Phosphorylierung des Kanalproteins an den Aminosauren
Serin, Threonin oder Tyrosin ist von verschiedenen Autoren beschrieben worden (Holmes et al.,
1996; Levitan, 1985; Ubersicht s. Levitan, 1994; Hemmings et al., 1989 in Neuronen). Im Kv1-Gen ist
sowohl ein Tyrosin-Kinase-"Site" in der N-terminalen Region als auch ein PKC "Site" im
zytoplasmatischen Loop zwischen der S4 und der S5-Region beschrieben worden (Chandy und
Gutman, 1995) und es wurden sowohl Proteinkinase C (PKC) (Timpe und Fantl, 1994) als auch
Proteinkinase A (PKA) abhangige (Levin et al., 1995; Bosma et al., 1993) Mechanismen der
Phosphorylierung von Kvl-Kanélen beschrieben. Timpe und Fantl (Timpe und Fantl, 1994) zeigten,
daf die Aktivierung der Rezeptoren fir PDGF und FGF bei Expressionsexperimenten in Xenopus
Oozyten innerhalb von ca. 20 min zu einer signifikanten Verringerung der Kaliumstréme durch Kv1.5-
Kanéle fuhrt. Dabei spielt die Phosphorylierung durch die Proteinkinase C eine Rolle.

In allen Kv1-Genen befindet sich eine N-Glykosylierungssequenz im extrazelluldaren Loop zwischen
den Transmembrandomé&nen S1 und S2.

Innerhalb sehr viel kiirzerer Zeiten kann die Kanalaktivitat u.a. durch Faktoren wie pH (Deutsch und
Lee, 1989), oxidativen Zustand der Zelle ("redox state™) (Ruppersberg et al., 1991) und Temperatur
(Lee und Deutsch, 1990) beeinfluRt werden. Die Modulation der Kaliumkanalaktivitéat durch die
Bindung von Kalziumionen an der intrazellularen Seite des Membranmolekiils (Ubersicht s. Latorre et
al., 1989) sowie durch lonen wie Na* (Loffler und Hunter, 1997, Howe et al., 1992) oder Protonen (Xu
und Rozanski, 1997) sind bereits nhachgewiesen worden.

5.10 Subzelluléare Verteilung von Kv1 Kanélen

Die uberwiegende Mehrzahl der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimiert das Kv1.5 Protein (99
%). Die immunozytochemischen Farbungen des Kv1.5 Kanals zeigen im Unterschied zu den anderen
Kv-Farbungen ein gepunktetes Farbemuster (Abb. 17 C), das nicht nur bei allen Vorlauferzellen,
sondern auch auf Astrozyten beobachtet wurde. Dieses Farbemuster |&3t die Kanalexpression in
Form von konzentrierten Ansammlungen einzelner Kanalkomplexe in der Zellmembran (sog. Cluster)
vermuten.

Die Cluster-Bildung ist ein Phanomen, das in Neuronen schon seit langem beschrieben wurde. In
myelinisierten Axonen ist die Expression von Natriumkanélen auf die Bereiche der Ranvierschen
Schnirringe beschrankt (Waxman und Ritchie, 1993). An den Axonen von retinalen Ganglienzellen
wurde gezeigt, dal3 die Expression der Kandle in Clustern durch einen léslichen Faktor induziert wird
(vermutlich ein Protein mit einer Molmasse gréf3er als 10 kD), der von Oligodendrozyten sezerniert
wird (Kaplan, Meyer et al., 1997). Auch fur spannungsabhangige Kaliumkanale wurde eine
Konzentration in bestimmten funktionellen Doméanen beschrieben (z.B. synaptische Terminalen:
Wang et al., 1994, Ranviersche Schnirringe: Wang et al., 1993, postsynaptische Membran: Alonso
und Widmer, 1997; Scannevin et al., 1996).

Die Anordnung von Kv1 Kanélen auf der Zellmembran in Clustern wird durch Proteine der PSD-95
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Familie von membran-assoziierten Guanylat-Kinasen vermittelt (Kim et al., 1995; Kim und Sheng,
1996). Bis jetzt gibt es jedoch noch keine Untersuchungen tber die Expression dieser Molekile in
Gliazellen.

Weitere Anhaltspunkte fur eine inhomogene Verteilung der Kanalmolekiile auf der Zellmembran
ergaben sich bei Untersuchungen im "cell-attached" Modus der Patch-clamp-Technik. In dem unter
der Patchpipette befindlichen Membranstick von ca. 1 nm? befanden sich haufig entweder keine
aktiven Kandale oder sehr viele (>10 Kanéle). Bei einer durchschnittlichen Gesamtzelleitfahigkeit von
15-17 nS (bei Aktivierung der "delayed rectifier" Strome) sollten sich bei einer Einzelkanalleitfahigkeit
von 20 pS (fur Kvl Kandle) (Chandy und Gutman, 1995) ca. 800 aktive Kandle auf der gesamten
Zellmembran befinden. Nimmt man eine spezifische Kapazitéat von 0,01 pF/rrm2 an (wie allgemein fur
Zellmembranen angegeben, Sherman-Gold, 1993) ergibt sich bei einer gemessenen Kapazitat von 8
pF eine Membranflache von 800 nm?Z. Bei einer homogenen Verteilung der Kandle sollte sich also in
jedem "cell-attached" Patch von ca. 1nm? Flache ein aktiver Einzelkanal befinden.

Als Auswirkung einer mdglichen Ausbildung von Kanalaggregaten auf der Zellmembran ist eine
Veranderung der elektrophysioloischen und pharmakologischen Eigenschaften der aggregierten
Kanéle moglich. Die Expression von Strdmen mit veranderten Eigenschaften in Abh&éngigkeit von der
MRNA Konzentration wurde bereits beschrieben (Honore et al., 1992; Moran et al., 1992). In
Expressionsexperimenten mit Xenopus Oozyten fanden Honore et al. (Honore et al., 1992), daf3 die
Injektion von geringen Mengen Kv1.3-mRNA zu schnell inaktivierenden Kaliumstromen mit einer
hohen Sensitivitat gegentiber dem Kaliumkanalblocker Charybdotoxin (CTX) fihrt, wahrend bei
Injektion derselben mRNA in hohen Konzentrationen ein nicht inaktivierender Kaliumstrom exprimiert
wird, der nur eine geringe CTX-Sensitivitat aufweist. Dieser Effekt wird durch die Zerstérung des
Zytoskeletts unterdriickt. Anhand dieser Daten wird bei groRen mRNA-Mengen die Bildung von
Kaliumkanal-Suprastrukturen (lonenkanal-Cluster) in Assoziation mit dem Zytoskelett vermutet, in
denen sich die Eigenschaften der Kanéle verandern.

Kvl Kanéle in Schwannzellen zeigen eine unterschiedliche subzellulare Verteilung (Mi et al., 1995).
Kv1.5 wird in diesen Zellen vorwiegend an den Ranvierschen Schnirringen und an den Aul3enseiten
der Myelinstapel exprimiert, Kv1.1 Kanale dagegen wurden vorwiegend in den intrazellularen und
perinukldaren Kompartments gefunden (Mi et al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Kv1.4 Molekilen vorwiegend in den Haupt-
Auslaufern der Zellen beobachtet. Eine analoge subzellulare Verteilung wurde auch in anderen Zellen
beobachtet. Es ist gezeigt worden (Sewing et al., 1996), dafl3 Kv1.4 in vitro spezifisch in das
basolaterale Kompartment von MDCK-Zellen transportiert wird, welches im allgemeinen als das
Aquivalent des axonalen Kompartments in Neuronen angesehen wird.

5.11 Expression von diversen Kv1 Transkript-Kombinationen

Die Expression der Kv1-Transkripte wurde durch Einzelzell-RT-PCR-Analyse untersucht. Dabei wurde
eine sehr heterogene Expression von Kv1 Transkripten gefunden. Es wurde gezeigt, dal in den
meisten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen mehrere Kv1-Gene gleichzeitig aktiv sind. Dies stimmt mit
Befunden von Attali et al. (Attali et al., 1997) Uiberein, die in Rattenoligodendrozyten die Expression
von vier verschiedenen Kv1 Transkripten (Kv1.2, Kv1.4, Kv1.5 und Kv1.6) fanden.

Die sehr heterogene Transkriptexpression zeigte keine Korrelation mit den elektrophysiologischen
Eigenschaften der K™ Stréme. Es gibt offensichtlich auf der mRNA und Proteinebene unterschiedliche
Regulationsmechanismen fur Kvl Kanéle.

5.12 Shaker- Kaliumkanal-Transkripte und -proteine werden auf unterschiedliche
Weise reguliert

Die immunozytochemischen Untersuchungen sowie die Einzelzell-RT-PCR-Experimente zeigen
Unterschiede in der Protein- und Transkriptexpression der Kvl Kanéle.

Die relative Haufigkeit der Expression der unterschiedlichen Kv1 Transkripte und Proteine in
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen ist in der folgenden Tabelle zusammengefal3t:
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Transkripthaufigkeit H&aufigkeit der Proteinexpression
-mRNA vorhanden- -Anteil positiv gefarbter Zellen-

Kv1.1 59% (n=17) 9,6 % (n=1839)

Kv1l.2 64,7 % (11/17, n=17) 0,9 % (n=529)

Kv1.3 29,4 % (5/17) 1,0 % (n=597)

Kv1l.4 23,5 % (4/17) 84,6 % (n= 525)

Kv1.5 52,9 % (9/17) 98,6 % (n= 635)

Kv1.6 58,8 % (10/17) 99,3 % (n= 1055)

Tabelle 4
Haufigkeit der Expression von Kv1 Transkripten bzw. Proteinen

Die Transkripte der in der Mehrzahl der Zellen exprimierten Proteine (Kv1.4, Kv1.5 und Kv1.6)
wurden nicht in allen Zellen nachgewiesen. Die Zahl der mRNA Kopien in der Zelle ist nicht sehr grof3
(ca. 10-100). Diese kénnen durch eine Einzelzell-PCR nicht immer vollstandig erfal3t werden (z.B.
durch nicht vollstandiges Ernten des Zytoplasmas).

Nicht alle exprimierten Transkripte wurden auch auf Proteinebene gefunden. Kv1.2 und Kv1.3
Transkripte wurden relativ haufig (65 % bzw. 30 % der Zellen) gefunden, das Protein wurde jedoch
nicht exprimiert.

Uber die Transkription der Kvl Gene sowie die Stabilitat der mRNA ist bisher wenig bekannt. Die
kodierende Region der Kv1 Proteine ist ungefahr 1500 bis 2000 Basenpaare lang, die mRNAs kénnen
jedoch mit 11000 Baasenpaaren sehr viel langer sein (Beckh und Pongs, 1990, Chandy et al., 1990).
Die nichtkodierenden Sequenzen sind bis jetzt nur im Kv1.4 Gen untersucht worden (Wymore et al.,
1996; Wymore et al., 1994). In diesen Bereichen wurden verschiedene Regulationselemente (Chandy
et al., 1990; Wymore et al., 1994) gefunden, die die mRNA-Stabilitéat verédndern kénnen (z.B. AUUA-
Motive, die eine reduzierte mRNA Stabilitat bewirken). Durch alternatives Splicing oder die Nutzung
unterschiedlicher Transkriptionsstops kénnen somit mMRNAs entstehen, die mit unterschiedlicher
Effektivitat translatiert werden (Wymore et al., 1996). In der 3' nichtkodierenden Region des Kv1.4-
Gens befinden sich viele evolutiondr konservierte AT-reiche Motive, die die mRNA-Stabilitat, die
Translation und den Transport vom Kern ins Zytoplasma regulieren kénnen (Duret et al., 1993). Da
sich in der GC reichen Promotorregion zahlreiche potentielle Methylierungsstellen befinden, ist
ebenfalls eine Inaktivierung der Genexpression durch Methylierung mdglich (Wymore et al., 1996).
Die 5' nichtkodierende Region des Kv1.4-Gens enthélt mehrere Translationsinitiationssequenzen
(Kozak, 1991).

Die Synthese von Kaliumkanalproteinen kann durch verschiedene Faktoren wie die Aktivierung von
Wachstumsfaktorrezeptoren (PDGF: Timpe und Fantl, 1994) oder Verédnderungen der intrazellularen
cAMP-Konzentration (Jonas und Kaczmarek, 1996) reguliert werden.

Eine nicht Gbereinstimmende Regulation von mRNA und Protein wurde auch in anderen
Zellsystemen beobachtet. So untersuchten Xu et al., 1996 in Herzmuskelzellen der Ratte die
entwicklungsabhangige Regualtion von spannungsabhéngigen K* Kanalen und fanden eine z.T.
gegenlaufige Entwicklung der Protein- und RNA-Mengen. Die Kv2.1mRNA wird z.B. wéhrend der
ersten 20 Tage nach Geburt stark hochreguliert, wahrend die Proteinexpression verringert wird.

5.13 Funktionelle Rolle von Kv1 Kanélen in Oligodendrozyten-Vorlauferzellen

Setzt man Oligodendrozyten-Vorlauferzellen fir langere Zeit Kaliumkanalblockern wie 4-AP oder TEA
aus, so fuhrt dies zu einer signifikanten Reduktion der Proliferationsrate dieser Zellen und zur
Verhinderung der Ausdifferenzierung (auf den Stadium) der O4-positiven Vorlauferzellen (Knutson et
al., 1997). Als Mechanismus wird die Erhdhung der intrazelluldren Natriumkonzentration durch die
Aktivierung von Glutamatrezeptoren vermutet. Es wird vermutet, dal3 andere Signale, die die
Proliferation von Vorlauferzellen beeinflussen, auf &hnliche Weise die Aktivitat der Kaliumkanéle
regulieren.
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Andererseits konnte in Rattenoligodendrozyten mit Antisense-Experimenten, die spezifisch die
Expression des Kv1.5 Kanals hemmen, kein Einflu3 auf die Proliferationsrate der Zellen festgestellt
werden (Attali et al., 1997).

5.14 Spannungsaktivierte K* Kanéle werden durch die Aktivierung des GABAa-
Rezeptors geblockt

Auswarts rektifizierende Kaliumkanéle von kultivierten Kérnerzellen werden durch die Aktivierung des
GABA, Rezeptors reguliert. In diesen Zellen fuihrt die Rezeptoraktivierung nicht nur zur Aktivierung
eines Chloridkanals, sondern ebenfalls zur Blockierung von K* Strdmen (Labrakakis et al., 1997).
Durch Patch-Clamp-Experimente im Ganzzellmodus konnte gezeigt werden, daf3 sowohl schnell
inaktivierende A-Typ-Stréme als auch nicht inaktivierende Stréme vom delayed rectifier Typ durch
GABA-Applikation gehemmt werden. Um die blockierten Kanéle weiter zu charakterisieren, wurden
Einzelkanalexperimente im "cell-attached" Modus der Patch-Clamp-Technik durchgefiihrt. Dabei
kann die Reaktion eines einzelnen K" Kanals einer vollstandig intakten Zelle bei Applikation von
GABA beobachtet werden (s.Abb. 27). Da der auf diese Weise registrierte Kanal nicht direkt mit der
GABA-haltigen Lésung in Kontakt kommt, ist eine Beteiligung von intrazellularen Mechanismen
anzunehmen. Die Natur dieser Mechanismen ist derzeit noch unklar.

Analoge Mechanismen sind insbesondere fiir die Aktivierung von Rezeptoren fir exzitatorische
Neurotransmitter beschrieben worden, z.B. ist eine Blockierung von K* Kanélen bei der Aktivierung
des Kainatrezeptors in Bergmanngliazellen (Muller et al., 1992) und in Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen beschrieben worden (Borges und Kettenmann, 1995). Als Mechanismus fir die
intrazellulare Signalweiterleitung werden bei den Oligodendrozyten-Vorlauferzellen der Einstrom von
Na" lonen durch das Rezeptormolekiil (Borges und Kettenmann, 1995) und bei Bergmanngliazellen
der Einstrom von Ca?* lonen (Muller et al., 1992) genannt. Da der GABAA-Rezeptor jedoch weder fir
Na* noch fiir Ca** permeabel ist, sollte bei den untersuchten Zellen ein anderer Mechanismus
zutreffend sein.

Ein Block von K* Kanalen durch die Aktivierung von GABA,-Rezeptoren ist auch in anderen
Zellsystemen beschrieben worden, z.B. Bergmann Gliazellen des Kleinhirns (Muller et al., 1994).

5.15 Die Blockade von K" Kanélen verstarkt die Depolarisation

Im reifen ZNS wird GABA als der hauptséchliche inhibitorische Neurotransmitter angesehen, d.h. das
postsynaptische Neuron reagiert auf die Ausschittung von GABA mit einer Hyperpolarisation der
Zellmembran. Fir einige neonatale Neuronen ist jedoch auch eine depolarisierende Wirkung von
GABA beschrieben worden. Die Art dieser Reaktion hangt von der intrazellularen
Chloridkonzentration ab. Da im Ganzzellmodus der Patch-Clamp-Konfiguration die intrazellulare CI
Konzentration durch die Pipettenlésung vorgegeben ist, wurden Experimente im cell-attached Modus
mit dem lonophor Gramicidin in der Pipette durchgefiihrt, um zu testen, ob die Zelle bei der nattrlich
vorkommenden Chloridkonzentration depolarisiert oder hyperpolarisiert wird. Auch unter diesen
Bedingungen fihrte die Applikation von GABA bei kultivierten Kdrnerzellen zu einer Depolarisierung
des Ruhemembranpotentials. Die Depolarisation von Kérnerzellen durch GABA wurde sowohl unter
Kontrollbedingungen als auch in Anwesenheit des K* Kanalblockers Ba®* (10 mM) beobachtet, war
jedoch in Abwesenheit des Blockers viel starker. Aufgrund der K* Verteilung (hohe intrazellulare K*
Konzentration) und der fast ausschlieRlichen K* Leitfahigkeit der Zellen ist nach der Nernst-Gleichung
durch einen Ausstrom von K* lonen eine Verringerung des Ruhemembranpotentials zu erwarten.

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen, pharmakologischen sowie molekularbiologischen
Untersuchungen weisen darauf hin, dalR die Kaliumkanéle auf Oligodendrozyten-Vorlauferzellen keine
homogene Population bilden.

In Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurden im Rahmen dieser Arbeit alle 6 bis jetzt bekannten Kv1
Transkripte sowie die Expression von 3 Kv1l Proteinen gefunden. Diese heterogene Kanalexpression
fuhrt jedoch nicht zu Unterschieden der elektrophysiologischen Parameter.

Die Aktivitat von Kaliumkanélen hat einen Einflu auf die Zellproliferation. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, daf? diese Kandle durch die Aktivierung von Neurotransmitterrezeptoren reguliert
werden.
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6 Zusammenfassung

Auswarts rektifizierende Kaliumkanéale bestimmen die Membranleitfahigkeit von Oligodendrozyten-
Vorlauferzellen, wéhrend reife Oligodendrozyten passive, nicht spannungsabhéngige Kaliumkanale
exprimieren. Die Aktivitat dieser Kanale beeinflu3t die Proliferation und Differenzierung dieser Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von spannungsaktivierbaren Kaliumkanélen des
Kv1-Typs (Shaker-Typ) in kultivierten Oligodendrozyten-Vorlauferzellen anhand der
Transkriptexpression, der Expression von Kv1-Proteinen und der elektrophysiologischen und
pharmakologischen Analyse der Membranstréme untersucht.

Auf mRNA Ebene wurden unterschiediche Kombinationen von Kv1.1, Kv1.4; Kv1.5 und Kv1.6
Transkripten gefunden. Ebenfalls wurde in einigen Zellen eine signifikante Menge an Kv1.2 und
Kv1.3 Transkripten gefunden. Die Heterogenitat der Transkriptexpression konnte nicht mit
Unterschieden in den elektrophysiologischen Eigenschaften korrelliert werden.

Die Expression der Kv1 Proteine wurde mit Hilfe von immunozytochemischen Farbungen mit
spezifischen polyklonalen Antikérpern gegen die Kanéle Kv1.1 bis Kv1.6 untersucht. Alle
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimierten die Kanéle Kv1.4 (95% der Zellen), Kv1.5 (99 %) und
Kv1.6 (99 %), Kv1.1 Proteine wurden von 10 % der Zellen gebildet.

Um den funktionellen Beitrag der Kvl Kanéle zum Gesamtzellstrom zu bestimmen, wurde die
Stromaktivierung und -inaktivierung sowie die Sensitivitat der Stréme gegen die spezifischen
Kaliumkanalblocker getestet. Dabei wurden durch TEA (1-100 mM), 4-AP (0,125-1 mM) und Chinidin
(5-100 nM) jeweils ein groRer Teil der Stréme gehemmt, durch CTX, DTX und MCDP wurde die
Kanalaktivitat nicht beeinfluf3t.

Um den Beitrag der Kanalproteine Kv1.4 bzw. Kv1.1 zu den elektrophysiologischen Eigenschaften
des Gesamtzellstromes zu testen, wurden an einzelnen Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
kombinierte elektrophysiologische Untersuchungen und immunozytochemische Féarbungen
durchgefiihrt. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Kv1./Kv1.4 positiven und
Kv1.1/Kv1l.4 negativen Zellen festgestellt werden.

Aus den Untersuchungen ergeben sich folgende Schluf3folgerungen:
1) Oligodendrozyten exprimieren eine Vielzahl unterschiedlicher Kv1 Transkripte.

2) Die Uberwiegende Mehrzahl der Oligodendrozyten-Vorlauferzellen exprimieren die Kv1 Proteine
Kv1.4, Kv1.5 und Kv1.6.

3) Der Gesamtzellstrom kann vorwiegend durch Kv1.5 Kanale oder durch eine Kombination von
Kv1.4/Kv1.6 Kanéalen sowie durch Mitglieder anderer Familien spannungsabhangiger Kaliumkanéle
getragen werden.

Um zu untersuchen, ob spannungsabhangige Kaliumkanale durch die Aktivierung von inhibitorischen
Neurotransmitterrezeptoren beeinflu3t werden, wurden kultivierte Kérnerzellen als Modellsystem
verwendet, da diese eine hohe Dichte an Kv Kanélen sowie an GABA Rezeptoren exprimieren. Im
"cell-attached" Modus der Patch-Clamp-Technik wurde die Reaktion von einzelnen auswarts
rektifizierenden Kaliumkanélen wahrend der GABA-Antwort untersucht. Mit diesem Ansatz konnte
gezeigt werden, daR die Offnungswahrscheinlichkeit dieser Kanéle wahrend der Reaktion der Zelle
auf GABA stark zurlickgeht. Da Oligodendrozyten-Vorlauferzellen ebenfalls GABA-Rezeptoren
exprimieren, ist anzunehmen, dal deren Aktivierung Uber einen analogen Mechanismus zur
Blockierung von Kaliumkanélen fihrt.
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