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ZUSAMMENFASSUNG

Glioblastome sind die haufigsten malignen Hirntumore und gehen mit dulerst
schlechten Prognosen einher. Wahrend ihre molekularbiologische Charakterisie-
rung in der neuroonkologischen Forschung einen grofien Stellenwert hat, gibt es
bisher wenig Daten zur Elektrophysiologie dieser Tumorzellen. Der einwartsgleich-
richtende Kaliumkanal Kir4.1 spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation von
Proliferation und Differenzierung von Glia und der Modulation der neuronalen Er-
regbarkeit. Da in der Literatur ein Verlust der Kir4.1-Funktion in Gliomzellen be-
schrieben ist, zielte diese Arbeit darauf ab, die an der Universitat Rostock etablierten
Glioblastomzelllinien bezlglich der Expression des Kanals zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Zelllinien auf molekularbiologischer Ebene eine
differenzielle Expression des Kir4.1 aufweisen. So zeigten sowohl guantitative PCR-
Untersuchungen als auch Western-Blot-Experimente, dass die auf Haushaltsgene
normierten Expressionslevel teils stark reduziert sind, teilweise aber auch in der
Groltenordnung von gesundem Gewebe liegen. In den darauffolgenden elektrophy-
siologischen Untersuchungen konnte fur die Glioblastomzelllinie HROG38 und die
murine Gliomzelllinie C6 ein Barium-sensitiver Strom nachgewiesen, dessen ein-
wartsgerichtete Komponente am ehesten das funktionelle Korrelat des Kir4.1 dar-
stellt. Die Patch-Clamp-Experimente zeigten auch, dass der Nachweis eines Ba-
rium-sensitiven Stroms mit Membranpotenzialen einhergeht, die nahe der fur Glia-
zellen physiologische Werte liegen So weist die Zelllinie HROGO05, die keinen signi-
fikanten Barium-sensitiven Strom und vor allem keinen einwartsgerichteten Strom
zeigte, ein deutlich depolarisiertes Membranpotenzial auf. Fur die Zelllinien
HROG38 und C6 lag das Membranpotenzial deutlich nadher an physiologischen
Werten und zeigte dazu auch eine signifikante und reversible Barium-abhangige
Depolarisation.

Somit konnte in dieser Arbeit eine residuale Expression eines Barium-sensitiven
Strom mit zumindest geringer einwartsgerichteter Komponente als moglicherweise
funktionelles Kir4.1-Korrelat nachgewiesen werden. In weiterfUhrenden Experimen-
ten kénnte untersucht werden, inwiefern diese differenzielle Expression das Prolife-
rationsverhalten in vivo und in vitro, sowie klinische Symptome wie das Auftreten
einer Tumor-assoziierten Epilepsie beeinflusst und ob der Kir4.1 sich gegebenen-
falls als Biomarker oder therapeutische Zielstruktur eignet.

Vi



Einleitung

L EINLEITUNG

1.1 GLIOME

Maligne Hirntumoren gehoren zu den Krebsarten mit den schlechtesten Prognosen.
Aufgrund ihrer Lokalisation und der daraus resultierenden Symptomatik schranken
sie frih die Lebensqualitat der Betroffenen ein. Weiterhin gelten sie trotz Fortschritten
in der onkologischen Therapie in den letzten Jahrzehnten — mit Ausnahme der nicht-
infiltrativ wachsenden Gliome WHO Grad | — weiterhin als nicht heilbar (Claus et al.,
2016). Dies liegt einerseits an den Grenzen der chirurgischen Therapie mit einer nur
begrenzt moglichen radikalen Tumorresektion dieser sehr invasiv wachsenden Tu-
more (Louis, 2006), aber auch an Herausforderungen in der pharmakologischen The-
rapie. Dabei besteht einerseits die Schwierigkeit, im Hinblick auf Hirntumore wirk-
same Chemotherapeutika zu entwickeln und die zusatzliche Hirde, diese an ihren

Wirkungsort hinter die Blut-Hirn-Schranke zu bringen (Van Tellingen et al., 2015).

1.1.1 Epidemiologie

Die systematische Erfassung von sowohl benignen als auch malignen Himtumoren
erfolgt weltweit bisher weder einheitlich noch flichendeckend. Dies fihrt zu groften
Schwankungen der epidemiologischen Daten (De Robles et al., 2015). Im deutsch-
sprachigen Raum erfassen die Krebsregister bdsartige Tumoren des Gehirns (ICD-
10: C71) zusammengefasst mit Neoplasien der Hirnhaute (ICD-10: C70) und des
Zentralnervensystems (ICD-10: C72). Derzeit werden in Deutschland pro Jahr bei
Mannern ca. 3.900 und bei Frauen ca. 3.000 solcher Neuerkrankungen erfasst, da-
von sind etwa 95% primare bosartige Tumoren des Gehirns (Robert-Koch-Institut
(Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
(Hrsg), 2017). Mit weltweiten Inzidenzraten von etwa 4-5 auf 100.000 Einwohner und
einem Anteil von etwa 80% sind Gliome darunter die mit Abstand haufigste Tumo-
rentitat (Larjavaara et al., 2007; Gousias et al., 2009; Ostrom et al., 2017). Das mitt-
lere Erkrankungsalter ist stark abhangig vom Tumor-Subtyp und liegt fur Oli-
godendrogliome bei etwa 43 Jahren, wohingegen das Glioblastom mit einem media-

nen Erkrankungsalter von 64 Jahren deutlich spater auftritt (Ostrom et al., 2017).
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Wahrend die altersstandarisierten Erkrankungsinzidenzen in den letzten 10 bis 15
Jahren weitestgehend stabil sind, nimmt die absolute Zahl der Erkrankungen auf-
grund demographischer Entwicklungen durch die Veranderung der Altersstruktur zu
(Hofer et al., 2017). Somit ist in Zukunft mit einer zunehmenden Anzahl von betroffe-

nen Patientlnnen zu rechnen.

1.1.2 Einteilung und Atiologie

Grundsatzlich werden je nach Zelltyp astrozytische, oligondendrogliale und epen-
dymale Gliome unterschieden (Louis ef al., 2007). Die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) unterteilt jedoch seit 2016 erstmals Tumoren des Zentralnervensystems nicht
mehr nur primar aufgrund ihrer histomorphologischen Merkmale, sondern bertck-
sichtigt ebenfalls ihre Molekulargenetik (Louis et al., 2016). Dieser Ansatz der Integra-
tion von genomischen Charakteristika neben dem bisher vorherrschenden Fokus auf
phanotypische Merkmale hat zu einer groften Umstrukturierung der Kategorien ge-
fuhrt. Dies spiegelt die derzeitige Tendenz zur detaillierten molekularen Charakteri-
sierung dieser Tumore wider, immer mit dem Ausblick auf sowohl ein besseres Ver-
standnis der Tumoren als auch auf eine gezieltere und individualisierte Therapie. Aus
der molekularen Charakterisierung ergibt sich eine Einteilung der diffusen astrozyta-
ren und oligodendroglialen Gliome in drei grolte Gruppen, die sich daneben auch in
der Morphologie und Prognose unterscheiden: diffuse Gliome ohne |DH-Mutation
und diffuse Gliome mit IDH-Mutation, die wiederum potenziell in Kombination mit ei-
ner 1p/19g-Kodeletion auftreten kénnen (Louis et al., 2016). Neben der Feststellung
der Tumorentitat und molekularen Marker gehért auch die Bestimmung des Differen-
zierungsgrades des Gewebes zur Diagnose. Die aktuelle Unterteilung der WHO un-
terscheidet weiterhin Gliome von Grad | bis Grad IV (Louis et al., 2016). Diese Gra-
dierung wird vorgenommen anhand von histologischen Kriterien wie Zell- und Kern-
morphologie, Zelldichte, Mitoseraten und dem Auftreten pathologischer Mitosen und
Gewebsnekrosen. Sie ist ein indirektes Mal} fur die Malignitat des Tumors und geht

mit entsprechenden Uberlebensraten einher.

Die Atiologie sporadischer Gliome ist gréRtenteils ungekléart. Das spontane Auftreten
von Gliomen korreliert mit weilter Hautfarbe (Ohgaki und Kleihues, 2005), mannli-

chem Geschlecht (Rice et al., 2015a) und flr niedergradige Gliome auch mit hdherem
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soziookonomischem Status (Inskip et al., 2003). Als bisher einziger gesicherter exo-
gener Risikofaktor gilt ionisierende Strahlung, wie beispielsweise eine therapeutische
Schadelbestrahlung in der Kindheit im Rahmen einer Leukamie (Shapiro, Mealey und
Sartorius, 1989; Ostrom et al., 2018). Bereits im Jahr 2000 wurde aulterdem ein mog-
licher Zusammenhang zwischen der Entstehung von Himtumoren und der Nutzung
von Mobiltelefonen diskutiert (Muscat et al., 2000). Trotz diverser Studien zu dieser
Fragestellung seither konnte bisher kein eindeutiger Zusammenhang nachgewiesen
werden (Ostrom et al., 2014). Angesichts der moglicherweise langen Latenzzeit zwi-
schen Strahlenexposition und Tumorentstehung und der zunehmenden Verbreitung
von Mobiltelefonen ist dies jedoch weiterhin Gegenstand von Untersuchungen. Eben-
falls erwagt werden Infektionskrankheiten als Risikofaktor fur die Entstehung von

Hirntumoren, bisher jedoch ohne eindeutige Ergebnisse (Wrensch et al., 2002).

Etwa flnf bis zehn Prozent aller Gliome treten familiar gehauft auf, so zum Beispiel
im Rahmen von Syndromen wie dem Li-Fraumeni-Syndrom, dem Cowden-Syndrom,
der Tuberdsen Sklerose, dem Lynch-Syndrom und der Neurofibromatose Typ 1 und
Typ 2 (Li et al., 1995; Wrensch et al., 2002; Hottinger und Khakoo, 2009). Daruber
hinaus wurden unabhangig von diesen Syndromen einige Genvarianten identifiziert,
die mit einem erhdhten Risiko assoziiert sind, an einem Gliom zu erkranken. Bisher
eignen sich diese allerdings nicht fur grof3flachige Screeninguntersuchungen (Rice et
al., 2015b).

1.1.3 Symptome

Die klinische Prasentation von Gliomen ist aullerst variabel und in erster Linie von
der Lokalisation des Tumors abhangig. Im Durchschnitt liegen etwa drei Monate zwi-
schen der Manifestation erster Symptome und der Diagnosestellung (Rasmussen et
al., 2017). Etwa 35-50% der Patientinnen klagen bei Diagnosestellung GUber Kopf-
schmerzen, diese sind oft unspezifisch was Lokalisation und Schmerzmuster angeht
(Valentinis et al., 2010; Rasmussen et al., 2017). Hinweisend auf sekundare Kopf-
schmerzen sind eine zunehmende Verschlechterung, Ubelkeit und Erbrechen, sowie
Einseitigkeit und Neuauftreten bei Patientinnen Gber 50 Jahren (Omuro und
DeAngelis, 2013). Unspezifische Symptome wie kognitive Einschrankungen oder

Persdnlichkeitsveranderungen kénnen unter Umstanden falschlicherweise auf eine
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psychiatrische Erkrankung, oder insbesondere bei alteren Patientinnen auf eine De-
menz zuruckgefuhrt werden. Grofte Tumoren fluhren aufgrund ihrer raumfordernden
Wirkung teilweise zu Gangstorungen und Inkontinenz. Aggressive und hochprolifera-
tive Gliome gehen oft mit einem perifokalen Odem einher, das sich in einer akuten
Hirndrucksymptomatik mit Kopfschmerzen, sowie Ubelkeit und Erbrechen manifes-
tieren kann (Omuro und DeAngelis, 2013). Je nach Lokalisation des Tumors kommt
es aullerdem zu entsprechenden fokal-neurologischen Symptomen, wie motorische

Ausfalle, Parasthesien, Aphasien oder Sehstorungen (Posti et al., 2015).

Im Rahmen einer Gliomerkrankung kommt es sehr haufig zu epileptischen Anfallen.
Die Pravalenz bei Patientinnen mit niedriggradigen Gliomen liegt bei 70-90%, haufig
sind Krampfanfalle sogar eines der ersten klinischen Symptome der Tumorerkran-
kung (Wick et al., 2005; Van Breemen et al., 2009; Kerkhof und Vecht, 2013). Fur die
Gruppe der Patientinnen mit Glioblastomen schwanken die Haufigkeitsangaben in
der Literatur, doch auch sie sind bis zu 60% von sekundaren Krampfanfallen betroffen
(Wick et al., 2005; Kerkhof ef al., 2013). Die Anfalle kdnnen sich sowohl als einfach-
fokale oder komplex-fokale mit oder ohne sekundare Generalisation manifestieren
und sind in etwa der Halfte der Falle pharmakoresistent (Chang et al., 2008; Ruda et
al., 2012). Die antiepileptische Therapie im Rahmen von Glioblastomen stellt eine
eher palliative Maltnahme da, um die Lebensqualitat wahrend der limitierten Lebens-
erwartung nicht noch weiter einzuschréanken. Dagegen stellen therapierefraktare epi-
leptische Anfalle bei Patientinnen mit niedriggradigen Gliomen angesichts der deut-
lich langeren Lebenserwartung eine grofle Herausforderung dar. Die Patientinnen
sind hier Uber Jahre nicht nur von mdglichen kognitiven Einbulen infolge der Tumo-
rerkrankung und epileptischen Anféalle betroffen, sondern zusatzlich auch von typi-
schen unerwinschten Arzneimittelwirkungen von Antikonvulsiva wie Gedachtnis-
und Konzentrationsstérungen (Klein et al., 2003). Im Allgemeinen fuhrt eine Tumor-
kontrolle begleitend auch zu einer Verbesserung des sekundaren Anfallsleidens. Ei-
nen grofien Stellenwert hat hier die chirurgische Therapie. Das Ausmal} der Resek-
tion korreliert direkt mit der postoperativen Anfallsfreiheit. Nach einer makroskopisch
vollstandigen Resektion sind 89% der Patientinnen anfallsfrei, nach einer anteiligen
Resektion liegt dieser Anteil nur bei 56,7% (Chang et al., 2008). Die operative The-

rapie ist also nicht nur im Hinblick auf den onkologischen Krankheitsverlauf relevant,
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sondern auch fur die Symptomkontrolle. Ebenso flihren Radio- und eie Chemothera-
pie mit Temozolomid zu einer Reduktion der Anfalle oder sogar zu Anfallsfreiheit
(Brogna, Robles und Duffau, 2008). Insgesamt leiden jedoch bis zu ein Drittel der
Betroffenen auch nach (sub)totaler Resektion an therapierefraktdren sekundaren
Krampfanfallen (Brogna, Robles und Duffau, 2008; Smits und Duffau, 2011). So ist
perioperativ oder bei refraktarer Epilepsie oft eine antikonvulsive medikamentdse
Therapie notig. Diese gestaltet sich zuweilen komplex. Neben der Expression von
MDR-Proteinen der Tumorzellen, die das Erreichen therapeutischer Plasmaspiegel
erschweren (Brogna, Robles und Duffau, 2008), gibt es zusatzlich potenzielle Wech-
selwirkungen im Rahmen der multimodalen Antitumortherapie. Dabei gilt es, thera-
peutische Plasmaspiegel der Antiepileptika zu erreichen, ohne mit der Wirksamkeit
einer parallel erfolgenden Chemotherapie zu interferieren (Wick et al., 2005). Daher
werden unter anderem Antikonvulsiva wie Carbamazepin oder Phenytoin, die zu ei-
ner Enzyminduktion fihren, nur ungern eingesetzt (Vecht, Wagner und Wilms, 2003).
Daneben geht eine simultane antiepileptische und Chemotherapie mit einem erhdh-
ten Risiko an Nebenwirkungen und einer kumulativen Toxizitat einher. Dazu gehdren
beispielsweise unerwinschte hamatologische Arzneimittelwirkungen wie Myelosup-
ression mit Thrombozytopenien und Neutropenien unter Valproattherapie, oder einer
Leukopenie infolge Carbamazepineinnahme (Evans et al., 1989; Bourg et al., 2001;
Nasreddine und Beydoun, 2008). Die Uberschneidung von Gliomen und Tumor-as-
soziierter Epilepsie hat jedoch auch zur ldentifizierung potenzieller neuer therapeuti-
scher Strategien gefluhrt. Epileptische Anfalle im Rahmen einer h6hergradigen Gliom-
und Glioblastomerkrankung sind im Allgemeinen mit einer besseren Prognose asso-
Ziiert, was dazu fuhrte, dass Antiepileptika auf ihr onkologisches Potenzial untersucht
wurden (Lote et al., 1998; Berendsen et al., 2016). Infolgedessen wurde beobachtet,
dass Valproat eine prognoseverbessernde Wirkung hat (Weller et al., 2011). In einer
retrospektiven Analyse zeigten Kerkhof et al., dass bei Patientinnen mit Glioblastom
eine Valproattherapie in Kombination mit einer Radiochemotherapie mit Temozo-
lomid mit einem um zwei Monate verlingerten medianen Uberleben einhergeht
(Kerkhof et al., 2013). Als Ursache wird eine Hemmung von Histon-Deacetylasen
vermutet (Gottlicher et al., 2001). Daneben werden durch Valproat auch diverse Sig-

nalkaskaden beeinflusst, darunter auch der MAP-Kinase- Signalweg (Gurvich et al.,
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2004). In vitro wurde ein antiproliferativer und Apoptose-induzierender Effekt auf Tu-
morzellen (Gottlicher et al., 2001) und in vivo eine wahrscheinliche Wirkverstarkung
einer Temozolomid- und Strahlentherapie des Glioblastoms beschrieben (Weller et
al., 2011; Van Nifterik et al., 2012; Barker et al., 2013). Bislang wurden klinische Da-
ten jedoch vor allem retrospektiv ausgewertet. Eine prospektive Phase Il Studie
zeigte eine gute Vertraglichkeit der Kombination aus Radiochemotherapie mit
Temozolomid und Valproat und moglicherweise eine verbesserte Prognose (Krauze
et al., 2015). Ergebnisse aus prospektiven randomisierten Studien stehen noch aus.
Auch weitere Antiepileptika wie Levetiracetam werden im Hinblick auf ihr onkologi-

sches Potenzial untersucht (Bobustuc et al., 2010).

1.1.4 Das Glioblastoma multiforme

Das Glioblastom ist entsprechend seiner Gradierung als WHO Grad IV Tumor das
bosartigste unter den Gliomen. Es ist nicht nur der haufigste Gliom-Subtyp, sondern
ist mit ca. 47% (Ostrom et al., 2017) auch der haufigste aller primaren, malignen
Tumoren des Gehirns und des Zentralnervensystems insgesamt. Die altersbereinig-
ten Inzidenzraten liegen in Europa und Nordamerika bei etwa 2-4 pro 100.000 Ein-
wohner (Ohgaki et al., 2004; Gousias et al., 2009; Arora et al., 2010; Ostrom et al.,
2017). Trotz der Fortschritte in der Therapie, die zu Beginn des 21. Jahrhunderts
durch die Einflihrung des alkylierenden Chemotherapeutikums Temozolomid erreicht
wurden, sind die Prognosen weiterhin desolat. Auch nach Ausschépfung aller Thera-
pieoptionen liegt das mediane Uberleben nur bei etwa 14,7 Monaten ab Diagnose-
stellung (Stupp et al., 2009). Der Anteil an Langzeitiberlebenden, d.h. Patientinnen,
die drei Jahren nach Erstdiagnose noch am Leben sind, liegt bei nur 10,1% (Ostrom
et al., 2017). Bedeutende prognostische Faktoren im Hinblick auf das Uberleben sind
das Alter bei Diagnosestellung, die Vollstandigkeit der Tumorresektion, das Ausmal}
von Tumornekrosen und der Karnovsky-Index als Mal flr den Allgemeinzustand der
Patientln (Lacroix et al., 2001; Bauchet ef al., 2010).

Infolge ihres Entstehungsmechanismus aus astrozytaren, oligodendroglialen und
neuralen Stammzellen werden sie in primére und sekundére Glioblastome eingeteilt
(Crespo et al., 2015). Obgleich beide histomorphologisch kaum zu differenzieren

sind, unterscheiden sie sich aufgrund ihrer Entwicklung deutlich in ihrer Tumorbiolo-
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gie. Etwa 90-95% sind de novo entstehende primare Glioblastome mit einem durch-
schnittlichen Erkrankungsalter von etwa 62 Jahren; das sekundare Glioblastom da-
gegen entwickelt sich aus niedergradigen Gliomen und betrifft in der Regel jungere
Patientlnnen in der vierten Lebensdekade (Ohgaki et al., 2004). Dabei findet sich der
Tumor oft im Frontalhirn, der Anteil der Tumornekrosen ist geringer und die Prognose
ist im Allgemeinen deutlich besser (Homma et al., 2006; Stockhammer et al., 2012).
Ebenso unterscheiden sie sich auf molekularer Ebene. Als objektiver Marker fur die
Identifizierung unabhangig von klinischen Kriterien dient am ehesten die IDH1-Muta-
tion, die in erster Linie mit sekundaren Glioblastomen assoziiert ist (Ohgaki und
Kleihues, 2013). Daneben wurden viele andere genetische Alterationen beschrieben,
die an der Entstehung von Glioblastomen beteiligt sind: darunter eine MGMT-Hyper-
methylierung, eine Uberexpression des EGF-Rezeptors, aber auch Mutationen an-
derer Wachstumsfaktorrezeptoren wie des VEGF-Rezeptors, aber auch PTEN-Mu-
tationen oder die Deletion des Chromosoms 10 (Fujimoto et al.,, 1989; Plate et al.,
1992; Wang et al., 1997; Hegi et al., 2005; Ohgaki und Kleihues, 2013).

In Abhangigkeit von Tumorstadium, Patientinnenalter, Allgemeinzustand und klini-
scher Symptomatik stehen multimodale Therapiekonzepte zur Wahl. Der Goldstan-
dard in der Therapie eines neu diagnostizierten Glioblastoms ist derzeit die chirurgi-
sche Resektion mit adjuvanter Radio- und Chemotherapie (Kommission Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fur Neurologie, 2015). Die Ziele sind sowohl eine Zytoreduk-
tion im Hinblick auf die folgende Chemotherapie, eine Verringerung der raumfordern-
den Wirkung, aber auch die Gewinnung von Material fur histologische und molekulare
Analysen. Da das Ausmal} der Resektion prognosebestimmend ist, wird eine voll-
standige Entfernung des Tumors angestrebt (Lacroix et al., 2001; Hottinger, Stupp
und Homicsko, 2014). Dabei gilt es, moglichst wenig residuelles Tumorgewebe zu-
ruckzulassen, und gleichzeitig die postoperativen funktionellen Einbuften gering zu
halten. Hierzu werden verschiedenste technische Hilfsmittel genutzt wie Fluores-
zenzmarkierung, Neuronavigation und intraoperatives Mapping (Almeida et al.,
2015). Trotz dieser technischen Fortschritte verbleiben auch nach makroskopisch
und radiologisch vollstandig erscheinender Resektion infiltrierende Tumorzellen, so-
dass eine adjuvante Therapie obligat ist. Im Rahmen einer grol3 angelegten Studie
der Europaischen Gesellschaft fir Krebsforschung (EORTC) und des Kanadischen

Krebsforschungsinstituts (NCIC) fuhrte die simultane Radiochemotherapie mit
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Temozolomid zu einer bis dato unerreichten medianen Uberlebensdauer von 14,6
Monaten und 2-Jahres-Uberlebensraten von 27,2% gegeniiber nur 10,9% unter al-
leiniger adjuvanter Strahlentherapie (Stupp et al., 2009). Infolgedessen hat sich in
Anschluss an die chirurgische Resektion die adjuvante Bestrahlung mit simultaner
Chemotherapie mit dem Alkylanz Temozolomid Uber 40-49 Tage, gefolgt von sechs
weiteren Zyklen Temozolomid alle 28 Tage als Standardtherapie etabliert (Stupp et
al., 2010). Doch auch nach Ausschopfung dieser Malinahmen kommt es nahezu im-
mer zu Rezidiven (Ening et al., 2015). Die Datenlage zur Therapie eines Rezidivtu-
mors ist nicht eindeutig, sodass hier nach aktueller Leitlinie individuell die Indikation
Zu Reoperation, erneuter Strahlen- oder Chemotherapie oder experimentellen The-

rapien im Rahmen von Studien geprift werden sollte (Stupp et al., 2010).

Angesichts der Tatsache, dass die mediane Lebenserwartung trotz Resektion und
Chemotherapie in den 1970er Jahren noch bei nur etwa neun Monaten lag (Jellinger,
1978), ist die Steigerung der Uberlebensdauer mithilfe der neuen Therapieschemata
durchaus ein Fortschritt in der Therapie des Glioblastoms. Die Prognosen sind aber,
nicht zuletzt aufgrund der Rezidiventwicklung, insgesamt weiterhin schlecht. Dies er-
klart die vielfaltigen experimentellen Therapiekonzepte, die derzeit Gegenstand der

neuroonkologischen Forschung sind.

1.1.5 Fokus der Forschung und Ausblick

Gliome und vor allem Glioblastome zeichnen sich durch eine Vielzahl von Mutationen
aus und sind dabei sehr heterogen. Darunter sind auch Mutationen, die bereits als
pradiktive Biomarker zur Entscheidungsfindung in der Therapieplanung genutzt wer-
den. So wurde im Rahmen der Studien NOA-08 und Nordic Trial der Methylierungs-
status des O6-MethylguaninDNA-Methyltransferase-(MGMT)-Promotors etabliert
(Malmstréom et al., 2012). Die Methylierung des MGMT-Promotors ist mit verbesser-
tem Ansprechen auf alkylierende Chemotherapeutika, insbesondere Temozolomid,
assoziiert. Dies ist vor allem bei dlteren Patientinnen hilfreich, um eine bessere Nut-
zen-Risiko-Abwagung bezuglich der Entscheidung zwischen primarer Chemo- bzw.
Strahlentherapie und kombinierter Radiochemotherapie zu ermdglichen (ebenda).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Patientinnen mit anaplastischen oligodendro-
glialen Tumoren mit 1p/19g-Kodelektion von einer kombinierten Radiochemotherapie

im Vergleich zu einer alleinigen Strahlentherapie deutlich profitieren (Wick et al.,
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2016). Andere Mutationen, die als pradiktive Marker unter anderem im Hinblick auf

eine medikamentése Tumortherapie diskutiert werden, sind BRAF-Mutationen, die
haufige IDH-Mutation, PTEN-Mutationen, EGFR-Alterationen — die bis zu 50% aller

Glioblastome betreffen — und das eher seltene FGFR-TACC-Fusionsprotein, dessen
onkogene Aktivitat mdglicherweise durch Tyrosinkinase-Inhibitoren beeinflusst wer-
den kann (Dunn et al., 2012; Olar and Aldape, 2014). Ziel ist es, durch ein verbes-
sertes molekularbiologisches Verstandnis und die Translation dieser Erkenntnisse in
die klinische Versorgung, die Tumorzellen gezielter angreifen zu kénnen. Damit sol-
len sowohl Uberlebenszeiten verbessert, als auch in Zukunft kurative Therapieziele
verfolgt werden. Die molekulare Charakterisierung der Tumoren kann ebenso zur
weiteren Identifikation von pradiktiven Biomarkern flhren, die die Therapieplanung
beeinflussen kénnen, um so die bereits vorhanden Therapieoptionen maglichst effi-
Zient einsetzen zu kdnnen. Experimentelle Therapieansatze, die derzeit naher unter-
sucht werden, sind unter anderem die Anwendung antiangiogener Wirkstoffe, Im-
muntherapie, sowie die Anwendung von Wechselstromfeldern (Batchelor et al., 2014;
Reardon et al., 2017; Stupp ef al., 2017). In Bezug auf Tumor-assoziierte Epilepsie
bleibt weiterhin zu klaren, welche Faktoren zur Epileptogenese im Rahmen von Gli-
omerkrankungen fuhren (De Groot ef al., 2012; Weller, Stupp und Wick, 2012). Die
Entstehung einer Tumor-assoziierten Epilepsie ist ein multifaktorielles Geschehen.
Es spielt sich sowohl auf molekularer Ebene durch beispielsweise genetische Fakto-
ren Uber veranderte Signalkaskaden und Kanalexpression, als auch auf makroskopi-
scher Ebene ab, beeinflusst unter anderem von Tumorgrolte und -lokalisation oder
Odembildung (Liubinas et al., 2014). Identifizierte Risikofaktoren sind unter anderem
niedriggradige, langsamer wachsende Tumoren, eine temporale oder frontale Loka-
lisation und eine IDH-Mutation (Skardelly et al., 2015; Zhong et al., 2015). Insbeson-
dere angesichts des maglicherweise antiproliferativen Effekts von Antiepileptika so-
wie einer potentiellen Korrelation von sekundaren epileptischen Anfallen und verbes-
sertem Uberleben in bestimmten Patientinnenkollektiven (Lote et al., 1998; Toledo et
al., 2017), gewinnt die Kldrung der Atiopathogenese dieser sekundéren Anfélle an
Bedeutung. Ein besseres Verstandnis dieser Zusammenhange kann somit nicht nur
Zu einer besseren symptomatischen Therapie epileptischer Anfalle fiihren, sondern
auch einen Beitrag leisten zu einer kurativen oder zumindest prognoseverbessern-

den Therapie von Gliomen und Glioblastomen.
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1.2 KALIUMKANALE

1.2.1 Struktur und Funktion

Kaliumkanale sind Transmembranproteine, die den Ein- und Ausstrom von Kalium
an Zellen erméglichen und regulieren. Die Familie der Kaliumkanale ist die mit Ab-
stand vielfaltigste (Miller, 2000). Die Kanéle haben den hochselektiven Transport von
Kaliumionen bei mangelnder Durchlassigkeit fur Natriumionen gemeinsam und un-
terscheiden sich in erster Linie durch ihre Regulationsmechanismen. Kaliumkanale
sind in nahezu allen Zellen von sowohl Eukaryoten, Prokaryoten als auch Archaeen
beschrieben und sind auch im menschlichen Organismus in erregbaren, als auch

nicht erregbaren Zellen an verschiedensten Funktionen beteiligt (MacKinnon, 2003).

Die Kaliumhomaostase ist gekennzeichnet durch eine stark ungleiche Verteilung in
den einzelnen Kompartimenten zugunsten des Intrazellularraums und zugleich einer
strengen Regulation des Serumkaliumspiegels in einem engen Bereich zwischen 3,5
und 5 mmol/l. Dies ist bedingt durch eine hohe Ruheleitfahigkeit der Zellmembran fur
Kaliumionen und dem starken elektrochemischen Gefalle, das durch den massiven
Konzentrationsunterschied zwischen Zytosol und Extrazellularraum besteht. Infolge-
dessen haben auch schon geringe Konzentrationsveranderungen des extrazellularen
Kaliums einen grolten Einfluss auf das Membranpotenzial, was die bedeutende Rolle
von Kaliumkanalen bei der Regulation des Ruhemembranpotenzials bedingt. Dar-
uber hinaus sind sie an weiteren Vorgangen wie der Regulation des Elektrolyt- und
Wasserhaushalts, Zellzyklusregulation, Sekretionsprozessen und anderen endokri-
nen Vorgangen beteiligt (Kuo et al., 2005). Bisher sind Kanale mit zwei, vier und
sechs Transmembrandomanen bekannt. Grundsatzlich bestehen dabei alle Kalium-
kanale aus einer porenbildenden und einer regulatorischen Domane (Kuang,
Purhonen und Hebert, 2015). Wahrend die porenbildende Domane unter allen Kali-
umkanalen &hnlich ist, unterscheiden sich die grof’en Klassen vor allem in ihrer re-
gulatorischen Domane. Dabei unterscheidet man spannungsabhangige Kaliumka-
nale (Kv), die aus sechs Transmembrandomanen bestehen, einwartsgleichrichtende
Kaliumkanale (Kir) mit zwei Transmembrandomanen und Zwei-Poren-Kaliumkanale
(K2P), die sich aus vier Transmembrandomanen zusammensetzen. Weiterhin gibt es
Liganden-gesteuerte Kaliumkanale, die aus zwei oder sechs Transmembrandoma-

nen bestehen konnen (Buckingham et al., 2005). Jeweils vier Monomere mit einer
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porenbildenden Domane bilden zusammen ein Tetramer und damit eine Pore, durch
die sich die lonen bewegen (MacKinnon, 1991). Eine Ausnahme bildet hier aus-

schlielflich die Gruppe der 2-Poren-Kaliumkanéle, deren Monomer zwei Porenbil-

dende Doméanen aufweist, sodass ein Dimer hier schon eine funktionelle Kanalpore
bildet (Sepulveda et al., 2015).

AR

M-terminal

termina C-terminal C-terminal
N-te | ( - ( ___/t

Abbildung 1 —Vergleich der Untereinheiten eines (A) K2P-Kanals und eines (B) Kir-Kanals

(A) Untereinheiten der Zwei-Poren-Kaliumkanéle bestehen aus vier Transmembrandomé&nen mit je-
weils zwei Porenbildenden Domanen (P1 und P2), jeweils mit Selektivitatsfilter (hier ein wenig dicker
markiert), sodass zwei Untereinheiten schon einen funktionellen Kanal bilden. (B) Kir-Kanale bestehen
aus zwei Transmembrandom&nen mit nur einer porenbildenden Doméne (P2), sodass erst ein Tetra-
mer einen funktionellen Kanal bildet. {(nach: Sepulveda et al., 2015)

Der Kaliumtransport durch die Kanale ist sowohl hoch-selektiv — die Permeabilitat fur
Kaliumionen betragt in etwa das 10.000-fache der Durchlassigkeit fir Natriumionen
— als auch sehr schnell, mit Geschwindigkeiten von uber eine Million lonen pro Se-
kunde (Kuang, Purhonen und Hebert, 2015); dabei fungiert die stark konservierte
TxGYG-Sequenz als Selektionsfilter (Sansom et al., 2002). Die Carbonylgruppen der
Tyrosin- und Glyzinreste bilden eine Ringstruktur, die die Hydrathille von Kaliumio-
nen ersetzt, nicht jedoch die der kleineren Natrium- oder Lithiumionen (McCoy und
Nimigean, 2012).

1.2.2 Einwiértsgleichrichtende Kaliumkanéle

Obwohl einwartsgleichrichtende Kaliumstrome am Skelettmuskel 1948 schon frih
von Bernard Katz beschrieben wurden (Katz, 1948), wurden 1993 mit dem
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ROMK1/Kir1.1 aus dem Nierenmark der Ratte und der IRK1/Kir2.1 aus einer murinen
Makrophagenzelllinie erst relativ spat die ersten Kir-Kanale kloniert (Ho et al., 1993;
Kubo et al., 1993). Hierbei steht Kir fur K+ inward(ly) rectifying, zu deutsch einwarts
gleichrichtend. Die Namensgebung beruht auf ihrer Eigenschaft, Einwartsstrome bei
Membranpotenzialen negativ des Kaliumgleichgewichtspotenzials (Ex) besser zu lei-
ten als Auswartsstrome bei entsprechenden Potenzialen positiv von Ex (Sakmann
und Trube, 1984). Interessant hierbei ist, dass sie somit zwar spannungsabhangig
funktionieren, diese Spannungsabhangigkeit jedoch nicht klassisch Uber ein span-
nungssensitives S4-Segment, wie bei anderen spannungsabhangigen Kationenka-
nalen vermittelt wird. Die biophysikalische Grundlage fur diese einwartsgleichrich-
tende Funktion ist stattdessen eine spannungsabhangige Blockade der Pore durch
intrazellulare di- und polyvalente Kationen wie Mg?*-lonen und Polyaminen (Nichols
und Lopatin, 1997; Oliver, Baukrowitz und Fakler, 2000). Die Starke dieser Blockade
nimmt zu mit dem Ausmal} der Depolarisation (ebenda) und somit mit steigender
treibender elektromotorischer Kraft, die sich aus der Differenz des Kaliumgleichge-
wichtspotenzials und des jeweiligen Membranpotenzials ergibt. Durch Hyperpolari-
sation wird die Blockade aufgehoben, sodass dann entlang des elektrochemischen
Gefalles ein Kaliumeinstrom in die Zelle ermdglicht wird. Die Grolke dieses Kalium-
einstroms ist direkt abhangig von der extrazelluldren Kaliumkonzentration (Lopatin
und Nichols, 1996). Insgesamt haben Kir-Kanale so einen stabilisierenden Effekt auf
das Membranpotenzial verschiedener Zellen auf Werte nahe des Kaliumgleichge-
wichtspotenzials (Verkhratsky und Steinhauser, 2000).

Kir-Kanale werden derzeit in sieben Subgruppen kategorisiert, die wiederum funktio-
nell in vier Gruppen eingeteilt werden kénnen: klassische Kir-Kanale (Kir3.x), G-Pro-
tein-gesteuerte Kir-Kanale (Kir3.x), ATP-sensitive Kaliumkanale (Kir6.x) und Kalium-
transportkanale (Kir4.x, Kir5.x und Kir7.x) (siehe Abbildung 2).
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Kir1.1 h
Kir7.1
—Kird.2 ™ K*-Kanile
e Kird 1
Kir5.1 -
Kir2.1 h
Kir2.4 - Klassische
Kir2.2 Kir-Kanile
L kir2.3 _
Kir3. 1 ™~
Kird.3 G-Protein gekoppelte
Kir3.4 ™ K*-Kanile
_I—m'r3_2

ATP-abhidngige

-
Kiré. 1
_:ans.z K*-Kanile

Abbildung 2 - Kir-Kanal-Familie

Die 15 bekannten Untereinheiten sind hier nach phylogenetischer Analyse der Aminosauresequenzen grup-
piert und lassen sich in vier funktionelle Gruppen einteilen. (nach: Hibino et al., 2010)
Kir-Kanal-Monomere bestehen jeweils aus zwei Transmembrandoméanen, die zu-
sammen die Kanalpore formen (Biggin, Roosild und Choe, 2000). Aufgrund der ein-
fachen Struktur der einzelnen Untereinheiten und grofen Homologie der verschiede-
nen Subtypen kdnnen sich die porenbildenden Einheiten sowohl zu Homo- als auch
Zu Heterotetrameren zusammenlagern, worliber unter anderem eine Modulation der
Starke der gleichrichtenden Funktion maglich ist, die innerhalb der Subtypen variiert
(Pessia et al., 1996). Die Leitfahigkeit der Kir-Kanale, mit Ausnahme des Kir7.1, steigt
in Abhangigkeit der extrazellularen K+-Konzentration und wird aul3erdem durch pH-
Anderungen beeinflusst (Sepulveda et al., 2015). So éffnet sich der Kanal bei Alkali-
sierung und schlieftt infolge eines Absinken des pH-Wertes, was vermutlich der en-
gen Verknupfung des Kalium- und des Protonenhaushaltes geschuldet ist und einem
ubermaligen Kaliumverlust der Zellen bei metabolischer Azidose entgegenwirken
soll (Schulte und Fakler, 2000).

Uber den zytoplasmatischen Anteil des Kanals wird die Funktion des Kanals durch
diverse intrazelluldare Mediatoren moduliert (Borschel et al., 2017). Phosphatidylino-
sitole wirken aktivierend auf den Kare und viele andere einwartsgleichrichtende Kali-
umkanale (Furst, Mondou und D'Avanzo, 2014). Ebenso wird die Kanalfunktion durch
G-Proteine, Phosphorylierung und auch Interaktionen mit dem Aktin-Cytoskelett mo-

duliert (Furukawa et al., 1996). Ein Beispiel einer solchen Interaktion ist die ATP-
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abhangige Schliefung der Kir-Kanale der Bauchspeicheldrise und die infolgedessen
durch Depolarisierung bewirkte Insulinausschuttung, die integral ist fir die Regulation
des Blutzuckerspiegels (Nichols et al., 1996). Neben ihrem Vorkommen im ZNS an
Neuronen und Gliazellen, sowie im bereits erwahnten Pankreas, wurden Kir-Kanale
in einer Vielzahl weiterer Zellen wie Kardiomyozyten, Osteoklasten, Endo- und
Epithelzellen, sowie Oozyten beschrieben (Hagiwara, Miyazaki und Rosenthal, 1976;
Hagiwara et al., 1978, Newman, 1984; Kurachi, 1985; Sims und Dixon, 1989;
Takahashi, 1990; Hebert et al., 2005).

Kanalblocker wie Tetraethylammonium (TEA) und 4-Aminopyridin (4-AP), die klassi-
scherweise genutzt werden, um spannungsabhangige Kaliumkandle zu inhibieren,
zeigen sich auf Kir-Kanale wenig wirksam (Oonuma ef al., 2002). Dagegen werden
die meisten Kir-Kanéle effektiv durch Barium- (Ba?*) und Casiumionen (Cs*) inhibiert
(Hagiwara, Miyazaki und Rosenthal, 1976; Hagiwara et al., 1978). In sehr hohen Kon-
zentrationen blockieren Bariumionen zusatzlich auch spannungsabhangige Kalium-
kanale, jedoch sind sie in niedrigen Konzentrationen relativ Kir-spezifisch (Quayle et
al., 1993). Die Blockade der Kir-Kanéle durch Ba?* als und Cs* ist insofern span-
nungsabhangig, als dass sie Kir-Strome bei hyperpolarisiertem Membranpotenzial
starker inhibieren. Ebenfalls modulierend wirkt die extrazellulare Kaliumkonzentra-
tion, deren Anstieg zu einer reduzierten Hemmung der Kir-Strome fuhrt (Oliver et al.,
1998). In nativen Zellen und Geweben werden gréfitenteils Barium- und Caesiumio-
nen genutzt, um Kir-Kanale elektrophysiologisch zu untersuchen (Hibino et al., 2010).
Daneben sind mittlerweile weitere Substanzen bekannt, die Subtypen von Kir-Kana-
len beeinflussen. So hemmt das aus dem Gift der Honigbiene isolierte Tertiapin G-
Protein-gekoppelte Kaliumkanale und Kir1.1-Kanéle (Mercado et al., 2018). Die in
der Bauchspeicheldrise vorkommenden ATP-abhangigen Kaliumkanale sind aulter-
dem Zielstruktur von oralen Antidiabetika wie Sulfonylharnstoffen und den Gliniden
(Ashcroft, 1996; Seino, 2012).

Der Kanal wird durch das KCNJ10-Gen kodiert und wurde initial im ZNS beschrieben.
Mittlerweile wurde der Kir4.1 aber auch in den Mullerzellen der Retina, im Innenohr,
sowie in der Niere identifiziert. Im ZNS wird er vor allem von Astrozyten und unreifen
Oligodendrozyten (Kofuji und Newman, 2004; Brasko et al., 2017) exprimiert und fin-

det sich vorrangig in der Nahe von Synapsen und Blutgefalen, oft in raumlicher Nahe
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des AQP4 Wassertransportproteins (Nagelhus, Mathiisen und Ottersen, 2004). Ob-
wohl Gliazellen eine Vielzahl von Kaliumkanalen exprimieren, geht man davon aus,
dass vorrangig einwartsgleichrichtende Kanale die fur Gliazellen charakteristische
hohe Kaliumleitfahigkeit und das stark negative Ruhemembranpotenzial verursachen
(Verkhratsky und Steinhauser, 2000). Weiterhin bewirken Gliazellen nach abgelaufe-
nen Aktionspotenzialen die Wiederaufnahme von Transmittern, darunter auch das
exzitatorische Glutamat, und die Kaliumhomdoostase (Djukic ef al., 2007). Insbeson-
dere der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kir4.1 Kanal scheint hierbei eine

Schllusselrolle zu spielen (Djukic et al., 2007).

Das Phanomen, dass es infolge von Aktionspotenzialen zu einer Erhéhung der ext-
razellularen Kaliumkonzentration und einer damit einhergehenden Depolarisation der
Gliazellmembran kommt, wurde 1966 von Orkand et al schon relativ frih beschrieben
(Orkand, Nichols und Kuffler, 1966). Noch bevor diese Funktion einzelnen Kanalen
zugeschrieben werden konnte, stellte er die Hypothese auf, dass elektrisch gekop-
pelte Gliazellen durch Aufnahme der freigesetzten Kaliumionen und ihre Umvertei-
lung als ,spatial buffers” fungieren (ebenda). Ein analoger Prozess ist an den Muller-
Zellen der Retina beschrieben und wird dort als ,K+ siphoning” bezeichnet, da diese
keine Synzytien bilden und die Umverteilung der Kaliumionen auf der Ebene einzel-
ner Zellen erfolgt (Newman, Frambach und Odette, 1984). Mittlerweile wird dieser
Vorgang am ehesten auf Kir4.1-Kanalen zurlckgefuhrt (Kofuji et al., 2000; Higashi et
al., 2001). So kommt es infolge eines Aktionspotenzials oder einer Abfolge von Po-
tenzialen zu einer starken Steigerung der extrazellularen Kaliumkonzentration, von
normalerweise etwa 3mmol/l auf Werte von 20 mmol/l und héher (Orkand, Nichols
und Kuffler, 1966). Dies fuhrt nun zu einer Reduktion des Kaliumgleichgewichtspo-
tenzials auf weniger negative Werte, wodurch es aufgrund der starken Kaliumleitfa-
higkeit an der Membran der angrenzenden Gliazellen zu einer Depolarisation kommt
(Orkand, Nichols und Kuffler, 1966). Die beschriebene Veranderung des Kalium-
gleichgewichtspotenzials fuhrt im Bereich der Perisynapse zu einer Steigerung des
Kaliumeinstroms in die Gliazellen. Dies wird zusatzlich durch den differenziellen Be-
satz mit verschiedenen Kir-Tetrameren gefdrdert. So sind an den Mullerzellen der
Retina synapsennah im Bereich der aulleren plexiformen Schicht, wo es durch Licht-

einfall zu einem Anstieg der Kaliumkonzentration kommt, eher Heteromere wie
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Kird.1/Kir5.1 beschrieben (Ishii et al., 2003). Diese bewirken eine starkere Einwarts-
gleichrichtung als Kir4.1-Homotetramere (Pessia et al., 1996). Auf der anderen Seite
konnen die Mullerzellen Uber Kir4.1-Homotetramere, die weniger gleichrichtend sind,
die Kaliumionen in Richtung des Glaskorpers und angrenzender Blutgefalle abgeben
(Kofuji et al., 2002). Im Gehim wird ein analoger Mechanismus der Umverteilung ver-
mutet, wobei Astrozyten hier Uber gap junctions ein weites Netzwerk aus Zellen bin-
den (Dermietzel et al., 1991; McKhann, D’Ambrosio und Janigro, 1997). Uber dieses
Synzytium kdnnen sich die aufgenommenen Kaliumionen nun gleichmafig verteilen,
ohne die intrazellulare Kaliumkonzentration signifikant zu erhéhen, um dann in der
Nahe von Kapillaren und synapsenfern in Bereichen mit geringerer extrazellulérer
Kaliumkonzentration abgegeben zu werden (Butt und Kalsi, 2006). Ebenso diskutiert
wird die Bedeutung des Kir4.1 fur den Wasserhaushalt von Gliazellen und Neuronen.
Aufgrund der gehauften Ko-Lokalisation des Kir4.1. mit dem Aquaporin-4-Wasser-
transportmolekul, wird eine gewisse Wechselwirkung vermutet (Nagelhus, Mathiisen
und Ottersen, 2004). Aulerdem konnte sowohl durch pharmakologische Blockade,
als auch an Kir4.1 Knockout-Mausen gezeigt werden, dass der Kir4.1-Kanal unter
hypotonen Bedingungen eine protektive Funktion hat und einer Odembildung entge-
gegenwirkt (Dibaj et al., 2007).

Neben ihrem Einfluss auf den Wasser- und Elektrolythaushalt der Astrozyten, scheint
der Kir4.1 essentiell fir den Vorgang der Myelinisierung. So fuhrt eine gezielte Blo-
ckade der Kir4.1-Kanale in Oligodendrozyten wahrend der friihen postnatalen Ent-
wicklung zu motorischen Storungen in Mausen mit einer Hypomyelinisierung des Ru-
ckenmarks, spongiformer Vakuolation, sowie Schwellung und Degeneration von
Axonen (Neusch et al., 2001). In der Zusammenschau mit der Beschreibung von Anti-
Kird.1-Autoantikdrpern bei Patientinnen mit Multipler Sklerose (Srivastava et al.,
2012) fuhrte dies zwischenzeitlich dazu, dass eine Rolle des Kir4.1 in der Pathophy-
siologie der MS diskutiert wurde, was jedoch bislang nicht bestatigt werden konnte
(Srivastava et al., 2012; Nerrant et al., 2014).

Die Bedeutung des Kir4.1 fur diverse physiologische Ablaufe veranschaulicht das kli-
nische Bild des SeSAME/EAST-Syndroms, das auf einer loss-of-function-Mutation

des Kanals beruht: Im Rahmen dieses Syndroms kommt es zu einer sensorineuralen
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Taubheit, da der Kir4.1 Uber die Anreicherung der Endolymphe mit Kaliumionen es-
sentiell ist fur die Ausbildung des endokochledren Potenzials; in der Niere fuhrt das
Fehlen des Kir4.1 zu einer renalen Tubulopathie (Reichold et al., 2010). Daneben
kommt es aufgrund seines Funktionsausfalls im ZNS zu Ataxie und epileptischen An-
fallen (Bockenhauer et al., 2009). Weitere Hinweise auf eine Rolle des Kir4.1 in der
Pathophysiologie der Epilepsie lieferten Untersuchungen von Gliazellen mit therapie-
refraktarer Epilepsie: Diese zeigten einen Verlust von Kir-Stromen, eine Reduktion
der Gleichrichtungsfunktion und im Resultat vermutlich eine gestérte Kaliumwieder-
aufnahme.(Steinhauser, Grunnet und Carmignoto, 2016) Des Weiteren ist die Ex-
pression von Kir4.1 mit der Differenzierung von Astrozyten und Zellzyklusregulation
assoziiert; im Laufe der Zellreifung steigt die Kir4.1-Expression und das Membranpo-
tenzial nimmt charakteristisch negative Werte an (Olsen et al., 2006). Daneben kor-
relieren Kir4.1-Expressionsraten invers mit Proliferationsraten und der Negativitat
des Membranpotenzials: so konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die pharma-
kologische Blockade des Kir4.1 zu einer Verzogerung der Zelldifferenzierung und ei-
nem Ausscheiden aus dem Zellzyklus fihrt (MacFarlane und Sontheimer, 2000). Dies
ist besonders im Hinblick auf einen beschriebenen funktionellen Kir4.1-Verlust in
Glioblastomzellen bemerkenswert (Olsen und Sontheimer, 2004). Der Kir4.1 kénnte
vor diesem Hintergrund als pradiktiver Marker fur sekundare epileptische Anfalle im
Rahmen der Tumorerkrankung, als prognostischer Marker oder sogar als therapeu-

tisches Target geeignet sein.

1.3 ZELLLINIEN

Die Untersuchungen wurden sowohl an bereits etablierten und kommerziell verflg-
baren Zelllinien, wie der Gliomlinie C6, der F98 und der U87 durchgefluhrt (von
Kohling, Senner, Paulus, & Speckmann, 2006; Schiltke et al., 2018), aber auch an
Zellkulturen, die aus Resektionsmaterial von Glioblastomen von der Arbeitsgruppe
Mullins, Classen und Linnebacher an der Universitat Rostock etabliert und freundli-
cherweise zur Verfugung gestellt wurden. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sich
Kulturen sowohl aus frischem Material, als auch nach Kryokonservierung etablieren
lassen. Molekularbiologische Untersuchungen zeigten, dass in der Zellkultur die Mu-
tationsmuster des Primartumors erhalten bleiben (Mullins et al., 2013). Klinische Da-

ten zu den entsprechenden Ursprungtumoren sind in Tabelle 1 verzeichnet (ebenda).
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Tumor ID Alter Gender Lokalisation Uberleben*
{Monate)
HROG02 68 M parietookzipital, rechts 7 tot
HRDGUS{RBZMW] ﬁﬂ ............................................... mmpmlllmks ............ 3 mt ...........
HRDG15 EEM ............................. p anemlimchts ............. 23 .............
HRDGE4 ?3 ................ F .............................. nkzmltal,llnks ........... mtm ..........
HRDG3B ............................ 49 ................ F panmmkz'p“allmmts 19 .............

Tabkelle 1 — Patientlnnendaten zu den Glicklastomzellinien

Stand: 25. Januar 2013 nach Mullins et al., 2013.

1.4 ZIELE DER ARBEIT

In der vorliegenden Arbeit sollen mithilfe von molekularbiologischen und elektrophy-
siologischen Methoden erstmals die an der Universitdt Rostock nach chirurgischer
Resektion etablierten Glioblastomzelllinien bezuglich ihrer Expression des einwarts-
gleichrichtenden Kir4.1 Kalium-Kanals charakterisiert werden. Die Zelllinien wurden
von der Arbeitsgruppe um Mullins, Classen und Linnebacher als Zellkultur etabliert
und bislang nicht elektrophysiologisch untersucht. Der Kir4.1 spielt eine Schllssel-
rolle bei der Funktion von Glia, die neuronale Erregbarkeit modulieren. Daneben ist
eine Assoziation zur Differenzierung von Glia, der Regulierung des Zellzyklus und ein
Kir4.1-Funktionsverlust in Gliomen beschrieben. All dies macht den Kir4.1 zu einer
vielversprechenden Zielstruktur fUr ein besseres Verstandnis von Tumor-assoziierter
Epilepsie und der Einflussnahme auf die Proliferationsraten von Glioblastomen und

wirft verschieden Fragen auf:

1. Exprimieren die Glioblastomzelllinien den Kir4.1 Kanal?

2. Folgt aus der Expression auf molekularer Ebene ein funktioneller Kir4.1-
Strom?

3. Welchen Einfluss hat die Expression dieses Stromes auf die elektrophysiolo-

gischen Eigenschaften der Tumorzellen?
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1. MATERIAL UND METHODEN

2.1 GERATE UND MATERIALIEN

Gerat mit Typenbezeichnung Hersteller und 5itz
Absaugvorrichtung ALA VWK ALA Scientific Instruments

(Westbury, NY, USA)

Cambridge Electronic Design
(Cambridge, England)

Eigenbau Oscar-Langendorff-Institut fiir Phy-
siologie, Rostock

Odyssey Infrared Imager
(LI-COR Biosciences; Lincoln, NE, USA)

PCE Instuments
(Meschede-Freienohl, Deutschland)
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Standard Power Pack P25
Spannungsquelle Elektrophorese

ter

Zentrifuge 5417R

VWR International
(West Chester, PA, USA)

Biometra, Teil von Analytik Jena
(Jena, Deutschland)

VEB Rohrenwerk Milhlhausen
(Erfurt, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Tabelle 2 — Gerate

Immobilon-FL PYDF-Membran
pore size 0,45um

Zellkulturschalen, 35 mm

Verbrauchsmaterialien Hersteller und Sitz
Begasungsfritte Robu (Hattert, Deutschland)
Borosilikatrdhrchen GB150-10 Science Products

(Hofheim, Deutschland)

GE Healthcare Life Sciences
(Chicago, IL, USA)

Merck Millipore
(Darmstadt, Deutschland)

World Precision Instruments
(Sarasota, FL, USA)

Greiner Bio-One
(Kremsmiinster, Osterreich)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Tabelle 3 - Verbrauchsmaterialien
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Chemikalien Hersteller und 5itz
Acrylamid Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Ammomumpemmlsuwat GaﬂRmh[Kaﬂsth_Deutsmmnd]
ATPNaz | Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland) |
EEGIZ ........................................................................... slgma-mdnm{munman_Deutscmand]
Bromphenoblau | Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) |
Gamz ........................................................................... slgma-md"m{munman_Deutscmand]
DMEMHEM,SHEH‘” ........................................................... E ,mhmm(geﬂ,n_neummnd]
DMSG ..................................................................................... MmkinamsmLDeummland]
DNTPS#u151B .......................................................................... pmmega{madmnn,'ﬁrhusm
‘Ethanod | Zentralapotheke Uni Rostock |

#E3598
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Protein-Molekulargewichtsmarker Precision
Plus Protein Standards x161-0374 dual
color

TWEENZ20

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

Tabelle 4 — Chemikalien, Enzyme, Antikorper, Ki

ts

Software Hersteller und 5itz
LI-COR Image Studio Lite LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, USA)
signaldt | Cambridge Electronic Design (Cambridge, UK) |
qpcRmﬂ34 ...................................................................... A nalwama{‘hnalmumchland]
sigmaStatas | Systat Software (Erkrath, Deutschland) |
3|gmapht13(} ............................................................ Systatsoﬂwam{Erkmm_Deutscmand]
Mmm SD ﬂ Exce| fm Mac 1 ﬁ 14 ................................................. Mlmmﬂ {RB d m m d+ WA' u SA]
‘Microsoft Word for Mac 16.44 | Microsoft (Redmond, WA, USA) |

Tabelle 5 - Software
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22 LOSUNGEN UND PHARMAKA

Die Extrazellularlosung wurde zwei Mal wochentlich aus Reinstwasser frisch ange-
setzt und bis zur Verwendung bei 6°C gekulhit aufbewahrt. Entsprechend den physi-
ologischen Gegebenheiten wurde der pH-Wert der Extrazellularldsung mit NaOH und
die der Intrazellularidsung mit KOH eingestelit. Die Intrazellularlésung wurde einmalig
hergestellt, in Aliquots von 1 ml bei -22°C aufbewahrt, taglich vor Durchflihrung der
Experimente aufgetaut und bis zur Verwendung aufgrund temperaturempfindlicher
Inhaltsstoffe auf Eis gelagert. Auch die Bariumchloridiésung wurde einmalig mit einer
Konzentration von 1 mol/l angesetzt und in Aliquots von 100yl bei -22°C gelagert. Vor
der Versuchsdurchfiihrung wurden die Aliquots taglich aufgetaut und zur Extrazellu-

larlosung gegeben, sodass eine Zielkonzentration von 1 mMol/l erreicht wurde.

Stoff Konzentration in mmol/l

NaCl 125
HEPES ........................................................................................................... 15 ........................
KCl ................................................................................................................... 3 .........................
caclz 2+5 .......................
N 3H2P04 ........................................................................................................ 1 +3 .......................
Mgso« 125 |
Glum .......................................................................................................... 10 ........................
CSuerose 15

pH 7.3 mit NaOH titriert, Osmolaritdt 300 mosmol/kg

Tabelle & — Zusammensetzung Extrazellularlasung

Stoff Konzentration in mmol/l
K*Gluconat 140
“Mgct 3
L 2+5 .......................
 PhosphocreainNaz | 13
ATPNEE ......................................................................................................... : 25 ......................
GTPNaz 0

pH 7.3 mit KOH titriert, Osmolaritdt 300 mosmol/kg

Tabelle 7 — Zusammensetzung Intrazellularlosung
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Stoff Menge
Tris 1.5M
sps 1 e
A 009
“TEMED | %
GTPNaz ...................................................................................................... GTPNaz ..................
10%-iges Trenngel mit 10% Acrylamid angesetzt, 5%-iges Sammelgel entsprechend mit
5% Acrylamid

Tabelle 8 — Elektrophoresegel

Stoff Menge

Tris 62 mM
Glycaml ......................................................................................................... 1 {)% ......................
Emempmmaml 5% .......................
SDS 2% .......................
Brurnphenﬂlhlau ........................................................................................ uﬂm1% ...................
Tabelle 9 — Zusammensetzung Probenpuffer nach Lammli

Stoff Menge

Tris/HCI (pH 7,4) 50 mM
Nacl ........................................................................................................... 1 EDmM ...................
Tntonxmu .................................................................................................... 1 % .......................
Nanesuxychulat ............................................................................................ 1 % .......................
s 01% |
“EDTA M

Vor Gebrauch frisch dazugeben: Protease Inhibitor Cocktail (1 Tablette/10 mi)

Tabelle 10 — Zusammensetzung RIPA-Puffer

Stoff Menge
sSDs 2%

Glymn .......................................................................................................... (} 13% ....................
In Aqua dest, pH 2,0

Tabelle 11 — Strippingpuffer
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23 ZELLKULTUR

Die etablierten Zellkulturen wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen bei 95% Oz, 5% CO:z
und einer Temperatur von 37°C kultiviert. Als Kulturmedium wurde Dulbecco’s Modi-
fied Eagle Medium (DMEM) mit einem Zusatz von 10% fetalem Kélberserum verwen-
det. In Vorbereitung auf die Patch-Clamp-Messungen wurden die Zellen abtrypsiniert
und in 35 mm Eppendorf Zellkulturschalen neu ausgesat, sodass die Zellen zum Zeit-
punkt der Patch-Clamp-Messungen an Tag 1 bzw. 2 nach Aussaat grofitenteils ver-

einzelt lagen.

2.3.1 Subkultivierung

Da adharent wachsende Zellen nach Erreichen einer gewissen Zelldichte im Wachs-
tum stagnieren, bis hin zu einem Absterben der Zellkultur, missen sie regelmaBig
geerntet, verdinnt und neu ausgesat werden. So wurden die Zellen etwa einmal wo-
chentlich, wenn sie mikroskopisch eine annahernde Konfluenz erreichten, subkulti-
viert. Dafur wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und dann
so viel Trypsin/EDTA in PBS (0,05%/0,02%) hinzugegeben, bis der Boden der Kul-
turflasche bedeckt war. Dann folgte eine Inkubation bei 37°C fur etwa 5 Minuten,
woraufhin das Trypsin durch Zugabe von Zellkulturmedium antagonisiert wurde. Die
Zellen wurden dann abgenommen, zentrifugiert und in frisches Medium aufgenom-
men, bevor sie in einem Verhaltnis von eins zu zehn neu ausgesat wurden. Eine
Ausnahme bildete die Zelllinie HROG38, deren Wachstum zwischenzeitlich stag-

nierte und dann nicht gesplittet, sondern eins zu eins ausgesat wurde.

2.3.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Fur eine Lagerung Uber Wochen bis Monate wurden die Zellen bei -80° C eingefroren.
Dafur wurden die Zellen in spezielle Kryordhrchen in Einfriermedium aufgenommen.
Um eine thermische Beschadigung der Zellen zu vermeiden, wurde Zellkulturmedium
verwendet, das als Frostschutzmittel DMSO enthielt. Die Zellen wurden mithilfe eines
speziellen Gefrierbehalters langsam um 1°C pro Stunde heruntergekihlt. Um die Zel-
len wieder in Kultur zu bringen, wurden die Behalter langsam im Wasserbad erwarmt.
Sobald die Zellsuspension vollstandig aufgetaut war, wurde sie rasch in eine Zellkul-
turflasche mit frischem Medium Uberfuhrt und innerhalb von etwa 24 Stunden ein

Mediumwechsel durchgefuhrt.
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24 PROTEINEXTRAKTION UND WESTERN BLOT

Die Western-Blot-Methode dient dem Nachweis bestimmter Proteine in Gewebeex-
trakten. Um ein Proteinextrakt der Zellen herzustellen, wurden diese zunachst ab-
trypsiniert und dann tber funf Minuten bei 2500 g zentrifugiert. Das so erhaltene Zell-
pellet wurde in PBS resuspendiert und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert.
Nach drei solchen Waschgangen wurde nun laut Herstellerangaben 1ml RIPA-Puffer
je 40 mg Nassgewicht Zellmaterial zum Zellpellet gegeben und durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Dieser Ansatz wurde dann unter sanften
Schuttelbewegungen tber 15 Minuten auf Eis inkubiert. Um den Zelldebris vom Pro-
teinextrakt zu trennen, wurde das Gemisch dann 15 Minuten lang bei 14.000 g zent-
rifugiert und der Uberstand zur weiteren Analyse abpipettiert. Nach photometrischer
Bestimmung der Proteinkonzentrationen der verschiedenen Zelllinien bei einer Wel-
lenlange von 280 nm wurden diese auf eine einheitliche Arbeitskonzentration von 2
pg/pl verdinnt. Zur Vorbereitung auf die SDS-Gelelektrophorese wurden die Proben
mit Probenpuffer nach Lammli versetzt, bei 90° C Uber 10 Minuten denaturiert und
anschliel*end 5 Minuten lang bei 5.000 g zentrifugiert. Die Auftrennung der Proteine
entsprechend ihrem Molekulargewicht erfolgte per SDS-Polyacrylamidelektropho-
rese. Dazu wurde 10%-iges Trenngel und 5%-iges Sammelgel verwendet. Neben
den Proteinproben a 10ug, wurde ein Molekulargewichtsmarker in die Gele aufgetra-
gen. Die Auftrennung erfolgte bei 150 V in Elektrophoresepuffer Gber eine Dauer von
45 Minuten.

Vor dem immunologischen Nachweis der Proteine wurden die Proteine nach elektro-
phoretischer Auftrennung auf einer PVDF-Membran fixiert. Nach Aktivierung der
PVDF-Membran in Methanol wurde sie nach Spulen mit Aqua dest. Gber 15 Minuten
in Transferpuffer inkubiert. Der Transfer erfolgte mittels Semi-Dry-Blotverfahren bei
10 V Uber 45 Minuten. Anschlielfend wurden die Membranen in drei Waschgangen
mit PBST gewaschen und die unspezifischen Bindungsstellen durch eine einstindige
Inkubation in 2% Milchpulverlésung blockiert. Uber Nacht erfolgte bei 4°C unter kon-
stanter Schuttelbewegung die Inkubation mit den in Magermilchpulver gelosten
Zielantikérpern (Siehe Tab. 18 im Anhang). Nach erneutem Waschen der Membra-
nen folgte analog zum Erstantikorper die Inkubation der Membranen mit einem se-

kundaren Fluoreszenz-Antikorper Uber 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach einem
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letzten Waschvorgang der Membranen wurden mithilfe eines Infrarot-Fluoreszenzde-
tektors die Detektion der fluoreszierenden Banden und mit der dazugehdrigen Soft-
ware nach Herstellerangaben eine semiquantitative Auswertung durchgefihrt. Durch
das sogenannte ,Stripping” konnten die mit Antikérper-behandelten PVDF-Membra-
nen gereinigt werden, um fur einen weiteren Proteinnachweis verwendet zu werden.
Hierfur wurden die Membranen bei 55°C fur 15 Minuten unter Schittelbewegung in-
kubiert. Nach drei Waschgangen mit PBST konnten die Membranen erneut blockiert
und dann wie oben beschrieben erneut mit Primar- und Sekundarantikérper behan-

delt werden.

25 |ISOLIERUNG VON RNA AUS ZELLKULTUREN UND CDNA-SYNTHESE

Die RNA-Isolierung aus den geernteten Zellen wurde mithilfe des GeneMatrix Uni-
versal RNA Purification Kit (EURx, Gdansk, Polen) entsprechend der Herstelleranga-
ben durchgefuhrt. Die Bestimmung der RNA-Konzentrationen erfolgte im Spektrome-
ter durch Bestimmung der optischen Dichte bei einer Wellenldange von 260 nm
(ODzs0). Aufterdem wurde die Absorption von Licht mit einer Wellenlange von 280
nm gemessen. Der Quotient der beiden Werte (OD260/ODzg0) ist ein Mal fur die Rein-
heit des RNA-Extraktes und sollte mindestens bei etwa 2,0 liegen. Ein weiteres Mal}
fur die Reinheit ist der Quotient OD2go/OD3gzp, der Werte zwischen 2,0 und 2,2 anneh-
men sollte. Die Konzentration der Nukleinsauren berechnete sich dann wie folgt: Kon-
zentration [pg/ml = OD260 x 40 pg/ml * Verdinnungsfaktor. Vor Durchflihrung der
PCR musste die isolierte RNA in komplementare DNS-Strange (cDNA) umgeschrie-
ben werden. Die Synthese erfolgte mithilfe einer reversen Transkriptase und Random
Hexamer Primern nach dem Schema in Abbildung 3 mit einem Gesamtvolumen von

20 pl im Thermo-Cycler.

4 pl 5x Reaktionspuffer
1 pg RNA

1l dNTP
1 |,|| random Hexamers —— ﬂ!5 | RNAsi —— 2U RNAs= H ——

P in PET— P

H20 bis T = 13,5 & min bei 70 °C H 10 miin bei 20 °C 20 min bei 37 *C

1 pl RT M-MLV

40 min bei 45 °C

Abbildung 3 — Standardpipettierprotokoll cDNA-Synthese
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26 QUANTITATIVE ECHTZEIT-PCR (QRT-PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) ist ein von
Mullis et al. 1986 erstmals beschriebenes Verfahren zur exponentiellen Amplifikation
bestimmter DNA-Abschnitte (Mullis et al., 1986). Hierfur werden fur die Zielsequen-
zen spezifische synthetische Primer genutzt. Nach Auftrennung der DNA-Doppel-
strange durch Auflosen der Wasserstoffbriickenbindungen lagern sie sich an die 3'-
Enden der jeweiligen Einzelstrange. Aus den im Reaktionsansatz enthaltenen Des-
oxynukleosidtriphosphaten kann die thermophile Tag-DNA-Polymerase nun anknip-
fend an die Primer einen zur Zielsequenz komplementaren DNA-Strang synthetisie-
ren. Die resultierenden Tochterstrange fungieren wiederum als Matrize, sodass es zu
einer exponentiellen Amplifikation der DNA-Zielsequenzen kommt, bis nach Erschop-

fung eines der Reaktanden ein Plateau an DNA-Kopien erreicht wird.

Bei der quantitativen real-time-PCR wird die Vervielfaltigung des PCR-Produktes in
Echtzeit gemessen. Sie basiert auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals, welches
wahrend der Amplifikation im gleichen Mal wie das PCR-Produkt zunimmt. Dafur
wurde hier SYBR Green genutzt, das sich unspezifisch an doppelstrangige DNA an-
lagert. Fur die Quantifizierung der cONA-Startmenge wird der sogenannte ct- (engl.
cycle threshold) bzw. auch cp-Wert (engl. crossing point) verwendet. Er entspricht
der Anzahl an PCR-Zyklen, nach denen ein definiertes Fluoreszenzsignal erreicht ist.
Zur absoluten Quantifizierung kann eine Verdiinnungsreihe bekannter Menge syn-
thetischer RNA amplifiziert und so eine Standardkurve generiert werden, die ct-Werte
mit den entsprechenden Ausgangskonzentrationen korreliert. Zur relativen Quantifi-
Zierung konnen neben den Zielgenen auch Haushaltsgene als Referenz amplifiziert
werden. Diese werden im Allgemeinen konstant exprimiert und kdnnen somit zur Nor-
mierung der Expressionsanalyse genutzt werden. Die ct-Werte der Zielgene kdnnen
dann zur Auswertung in Relation zu den ct-Werten der Haushaltsgene gesetzt wer-
den (Act). In der vorliegenden Arbeit wurden die Haushaltsgene GAPDH und $18
verwendet, sowie in der Regel eine Doppel- bzw. Dreifachbestimmung pro Reaktion
durchgefuhrt. Aus der wie in Abschnitt 8.4.4 synthetisierten cDNA wurden nach
Schema in Tab 12 die Reaktionsansatze fur die gRT-PCR angesetzt. Die PCR er-
folgte standardméafig in einem Volumen von 20 pl pro Reaktion. Die verwendeten

Primer finden sich im Anhang in Tabelle 17.
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Menge Reagenz

10 pl 2-fach Sybr Green Mastermix
1 pl cDNA

1 pl Forward Primer (10 mM)

1 pl Reverse Primer (10 mM)

7l Aqua dest

Tabelle 12 — Ansatz gRT-PCR

Die Amplifikation und Messung der Expressionslevel erfolgte im Real-Time PCR
Thermal Cycler gTOWERS3 nach dem folgenden Protokoll:

Schritt TI1°C] Dauer Zyklen
1. Aktivierung der DNA-Polymerase 95 5 min 1
2. Denaturierung 95 15 s
Annealing 60 15 s 40
Elongation 68 20s
3. Schmelzkurvenanalyse 60 — 95 20 min 1

Tabelle 13 — guantitative RT-PCR Programm

Zum Abschluss erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse. Dabei wurden die Reaktions-
produkte Uber 20 Minuten von 60°C auf 95°C erhitzt. Wahrenddessen wurde weiter-
hin das Fluoreszenzsignal gemessen. Uberschreitet die Temperatur den Schmelz-
punkt des jeweiligen Produktes, nimmt das Signal ab. Da unspezifische Reaktions-
produkte wie Primerdimere niedrigere Schmelzpunkte haben als spezifische PCR-
Produkte kann so die Spezifitat der PCR-Produkte Uberpruft werden. Die Auswertung
der qRT-PCR-Ergebnisse erfolgte mithilfe der bereits beschriebenen Act -Methode.

27 PATCH-CLAMP

2.7.1 Elektrophysiologische Grundlagen und Funktionsprinzip

Die Technik der Patch-Clamp-Messung wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sak-
mann entwickelt (Neher und Sakmann, 1976). Sie ermoglicht, Strdme durch einzelne
lonenkanale oder Membranabschnitte — sogenannte ,patches”, daher der Name — zu

messen. Dabei wird eine mit Elektrolytidsung geflllite Messpipette, an der Gber ein
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Schlauchsystem ein leichter Uberdruck anliegt, an eine Zelle angenéhert. In unmit-
telbarer Nahe der Zelle wird der Uberdruck (iber das Schlauchsystem abgelassen
und gegebenenfalls kurzzeitig manuell Uberdruck appliziert. Durch die Verbindung
der Pipette mit dem darunter liegenden Membranabschnitt, dem Patch, entsteht nun
zwischen der in der Messpipette befindlichen L6sung und der Extrazellularlésung ein
hoher elektrischer Widerstand, der Gigaseal. Dadurch ist dieser Membranabschnitt
nun elektrisch von der restlichen Zellmembran isoliert, sodass lonenstrome in diesem
Bereich Uber die Pipette abfliefen und Uber die Messelektrode registriert werden kén-
nen. Diese Konfiguration wird cell-attached genannt und erlaubt die Untersuchung
einzelner lonenkanale in diesem Membranabschnitt. Durch manuelles Anlegen eines
Unterdrucks oder durch die Applikation einer kurzzeitigen Wechselspannung kann
der Patch erdffnet werden. Das Innere der Pipette steht nun mit dem Zytoplasma in
Verbindung. Darlber wird durch einen Ausgleich der lonenkonzentrationen zwischen
Zellinnerem und Intrazellularidsung die intrazellularen lonenverhaltnisse und der pH-
Wert durch die Pipettenlosung vorgegeben. In dieser whole-cell-Konfiguration kann
die Zelle als Ganzes elektrophysiologisch untersucht werden kann. Diese whole-cell-
Konfiguration wurde auch in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefluhrten Versuchen

angewandt.

A: cell-attached B: whole-cell

Abbildung 4 — Patch Clamp Konfigurationen - Schema

A: durch Aufsetzen der Pipette auf die Zelloberfliche und Ablassen des zuvor angelegten Uberdrucks ent-
steht die cell-aftached-Konfiguration. B: durch Applikation eines leichten intermittierenden Uberdrucks wird
die Zelle erdffnet, wodurch in der whole-cefl-Konfiguration das Zytoplasma mit der Pipette in Verbindung
steht. Uber die Intrazellulérfliissigkeit kann nun mithilfe der Ableitelekirode der Strom der gesamten Zelle
registriert werden.
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Durch die Ungleichverteilung von
lonen zwischen Innen- und Aulen-
seite der Zellmembran entsteht Uber
die semipermeable Membran hin-
weg eine elektrische Spannung,
das Transmembranpotenzial. In
Ruhe ist dieses Potenzial bei Gliom-
zellen stark negativ im Bereich von
ca. -80 mV (Brismar, 1995). Die

Veranderung des lonenflusses fuhrt

zur Veranderung des Membranpo-
tenzials in positi\rere oder negati- Abbildung 5 — Schaltkreis whole-cell-Konfiguration
vere Bereiche, entsprechend einer  Die Zellmembran wird elektrophysiologisch durch ihren
L . Widerstand (Rm) und die Kapazitat (Cw) charakterisiert.
De- oder Hyperpolarisation. Uber  Zwischen dem Inneren der Pipette und dem Verstérker
. fllt der Strom liber den zur Zelle in Serie geschalteten
die sogenannte Spannungs-  Serienwiderstand (Rs) ab. Modifiziert nach Numberger
und Draguhn, 1996
klemme (engl. voltage clamp)
kann ausgehend vom Kompensationsstrom, der bendtigt wird, um das Membranpo-
tenzial auf dem Sollwert zu halten, auf den Uber die Membran flieRenden Strom und
somit die Membranleitfahigkeit rickgeschlossen werden. Umgekehrt kann der Strom
vorgegeben werden und die erzeugte Spannung abgleitet werden (engl. current

clamp).

2.7.2 Messplatz und Durchfiihrung

Die Messungen erfolgten unter kontrollierten Bedingungen bei Raumtemperatur. Der
Messstand bestand aus einem Inversmikroskop in dessen Fokusebene sich eine Ver-
tiefung flr 35 mm Zellkulturschalen befand. In Vorbereitung auf die elektrophysiolo-
gischen Messungen wurden die Gliomzellen ein bis zwei Tage zuvor geerntet und in
diesen Zellkulturschalen neu ausgesét, sodass sie zum Zeitpunkt der Versuche grof-
tenteils vereinzelt lagen. Wahrend der gesamten Messdauer wurden die Zellen mit
durch Sauerstoff begaster Extrazellularlésung perfundiert. Uberschiissige Flissigkeit
wurde konstant durch eine Pumpe abgesaugt. Vor Messbeginn wurde so zunachst
das Zellkulturmedium Gber 10 Minuten kontinuierlich Uber ein Infusionsschlauchsys-

tem durch die Extrazellularidsung ausgetauscht und dann noch mindestens weitere
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20 Minuten Aquilibrationszeit abgewartet. Aufgrund der groRen Stéranfélligkeit wur-
den die Versuche elektrisch durch einen geerdeten Faraday-Kafig abgeschirmt und
auf einem vibrationsgedampften Tisch durchgefuhrt, um den Versuchsablauf nicht
durch Erschitterungen zu stéren. Ebenso wurde die Messpipette nicht manuell, son-

dern Uber einen Mikromanipulator gesteuert.

Die Messung erfolgte Uber eine niederohmige Glasmikropipetten, die unmittelbar vor
der Versuchsdurchflihrung mithilfe eines horizontalen Pipettenziehgerates aus Boro-
silikatréhrchen gefertigt wurden. Da die Herstellung dieser Pipetten temperatur-, luft-
druck- und luftfeuchtigkeitsabhangig ist, musste das Programm kontinuierlich ange-
passt werden, um zuverlassig Pipetten mit Widerstadnden von 3-5 MQ zu erhalten.
Vor der Messung wurde die Glaspipette retrograd mit Messlosung gefullt. Da diese
warmeempfindlichen Inhaltsstoffe wie ATP und GTP enthalt, wurde sie bis zum Ver-
suchsbeginn auf Eis gelagert. Die Messlosung stand dber einen taglich mit 6%-iger
Natriumhypochloritiosung chlorierten Silberdraht mit dem Vorverstarker in Verbin-
dung. Vor der Messung erfolgte nach Fullung der Pipette und Einbringen in die Ext-
razellulariosung die Kontrolle des Pipettenwiderstandes. Nach Anlegen eines leich-
ten Uberdruckes wurde die Elektrode unter mikroskopischer Sicht {iber den Mikro-
manipulator an die Gliomzellen angenahert. Die Ausbildung des Gigaseals wurde
uber die veranderte Stromantwort auf einen applizieten Rechteckimpuls am Oszil-
loskop festgestellt (Abbildung 6A). Nach Ausbildung eines Gigaseals erfolgte die
Kompensation der schnellen kapazitiven Komponente (Cg). Zur Schonung der Gli-
omzellen wurde das Potenzial auf -80 mV geklemmt, noch bevor die Zellmembran
durch leichten, kurzzeitigen Unterdruck erdffnet wurde. Auch dieser Schritt spiegelte
sich in einer veranderten Stromantwort am Oszilloskop wieder, wie in Abbildung 6B

zu sehen ist.
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Abbildung & — Stromantwort
am Oszilloskop auf

Spannungsimpuls vor

1nA

Messvorgang

10ms
Beispielspur der Stromantwort
auf das Testsignal {Hﬁmmdc—
impuls, 20 mV, 30 Hz) im Vol-
- tage-Clamp-Modus. A
- [ = " hochohmiger Widerstand zwi-

schen Pipette und Zellmemb-

ran in der cell-attached-Konfi-

guration (,Gigaseal®). B: Pi-

pette und Zytoplasma stehen

miteinander in Verbindung in

der whole-cell-Konfiguration
‘ (U =-80 mV)

Malstab:t=10ms, | =1 nA

A: cell-attached B: whole-cell

Nun wurde die langsame kapazitive Kompenente (Cs) kompensiert und im current-
clamp-Modus die Zellkapazitat bestimmt. Ausgehend von dieser whole-cell-Konfigu-
ration wurde unter Uberpriifung eines zeitlich stabilen Serienwiderstandes nun das
Messprotokoll durchgeflhrt. Nach Aufnahme der Daten unter Kontrollbedingungen,
erfolgte der Einwasch von bariumhaltiger (1 mM) Extrazellulariésung und nach einer

Latenzzeit von 15 Minuten eine erneute Durchfihrung des Messprotokolls.

2.7.3 Datenaufnahme und statistische Analyse

Die Signale wurden Uber den ELC-03XS Patch-Clamp-Verstarker (npi electronic;
Tamm, Deutschland) verstarkt, bei 1 kHz gefiltert und mit 20 Frames pro Minute re-
gistriert. Uber den Power1401mkll Analog-Digital-Wandler (CED; Cambridge, Eng-
land) wurden die Signale digitalisiert. Mithilfe der Software Signal 4.10 (CED;
Cambridge, England) konnten die Daten aufgenommen und analysiert werden bzw.
umgekehrt auch Spannungs- und Stromprotokolle generiert und appliziert werden.
Zum einen erfolgte intermittierend im current-clamp-Modus (dt.: Stromklemme) eine
Dokumentation des Ruhemembranpotenzials. Im voltage-clamp-Modus (dt.: Span-
nungsklemme) wurde kontinuierlich dokumentiert, welcher Haltestrom Iy bendtigt
wurde, um das Membranpotenzial auf das Sollpotenzial zu klemmen. Daneben wurde
die Echtzeitanalyse von Signal 4 genutzt, die Serien-, Membranwiederstand und
Membrankapazitat anzeigte, um die Stabilitat von Zelle und Stromantwort zu kontrol-

lieren.
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Fur die Erstellung einer Strom-Spannungs-Kurve wurden ausgehend von einem Hal-
tepotenzial von -80 mV in Stufen von jeweils 10 mV Spannungen von -140 bis + 50
mV angelegt und die Stromantwort der Zelle gemessen. Das Messprotokoll und eine

typische Ableitung sind in Abbildung 7 zu sehen. a0 my

1n4

100 ms

;
!
———Hh

A: voltage-clamp-Protokoll

Ig! : 10 ! ! Iy
155 ms 195 ms 400 ms 550 ms 850 1093 ms

—

B: registrierte Stromantwort

Abbildung 7 — voltage-clamp-Messprotokoll und Stromantwort Cé Gliomzelle

A: voltage-clamp-Protokoll und B: registrierte Stromantwort einer C6 Gliomzelle. Darstellung eines gesam-
ten Messdurchgangs mit 10 mV Spannungsstufen von U= -140 mV bis U= + 50 mV mit Uberlagerung der
angelegten Spannung bzw. gemessenen Strome. Gestrichelte Linien markieren die Zeitrdume, die fiir die
Auswertung genutzt wurden, siehe Text. Malstab: vertikal Uf = 140 mV fiir A bzw. | = 1 nA fir B und hori-
zontal t = 100 ms.

Zur Erstellung der Strom-Spannungs-Kurven wurde die Stromantwort (/u) auf die an-
gelegte Spannung (U) im Zeitraum von t = 950 ms - 1093 ms des Protokolls nach
Erreichen eines Plateaus gemittelt. Als Referenz diente der Haltestrom (/y); dieser
wurde Uber die Zeitspanne von t = 400 ms - 550 ms des Messprotokolls abgelesen.
Die Differenz wurde Uber die angelegte Spannung aufgetragen. Um den Membran-
widerstand zu bestimmen, wurde ausgehend vom Haltepotenzial ein kleiner Recht-
eckimpuls Ug = 20 mV am Anfang des Protokolls appliziert. Der Widerstand wurde
aus der Stromantwort der Zelle (/r), gemittelt Uber die Zeitspanne von t = 155 ms -

195 ms, mithilfe des Ohm'schen Gesetzes bestimmt.

Um die Zellkapazitat zu bestimmen, wurde ein current-clamp-Protokoll genutzt. Hier
wurden / = 0,15 nA Rechteckimpulse appliziert. Dass Messprotokoll und eine typische
Ableitung sind in Abbildung 8 zu sehen.
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i ' /' -r I'-. 100 ms
A: Membranpotenzialdnderung . \\
vyl | |

Us | P Umex
400 ms 550 ms 730 ms 900 ms

B: current-clamp-Profokoll

Abbildung 8 — current-clamp-Messprotokoll und Stromantwort Cé Gliomzelle

A: registrierte Membranpotenzialanderung (mV) infolge des B: current-clamp-Protokoll mit einem injizierten
Strom von | = 0,2 nA. Gestrichelte Linien markieren die Zeitraume, die fiir die Auswertung genutzt wurden
(Details siehe Text). Malstab: vertikal: U = 20 mV (A) bzw. | = 0,1 nA (B) und horizontal: t = 100 ms (beide).

Die maximale Spannungsantwort der Zelle (Umax) auf diesen Strom wurde Uber der
Zeitspanne t = 730 ms - 900 ms nach Erreichen eines Plateaus bestimmt. Durch
Subtraktion des initialen Potenzials (Uo), bestimmt im Zeitraum von t = 400 ms - 550
ms, konnte wie in Abbildung 9 dargestellt die maximale Potenzialanderung bestimmt

werden.

ty  fyeaw
[ —

T

Abbildung ¢ — Schema zur Bestimmung der Membranzeitkonstante, Detail aus Abbildung 8

Markiert sind die maximale Membranpotenzialdnderung Unax einer C6 Gliomzelle infolge eines injizierten
Stroms. Wird nun 63% von Urma: mit einem Cursor markiert, kann dber den Schnittpunkt mit der Kurve der
Zeitpunkt fuess und damit die Membranzeitkonstante © ermittelt werden.
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Darauf aufbauend konnte die Membranzeitkonstante rbestimmt werden, die als die
Zeitdauer definiert ist, nach der ausgehend vom Reizbeginn {; ca. 63% der maxima-
len Potenzialanderung erreicht ist. Mithilfe der Membranzeitkonstante kann wiederum
Tl

die Zellkapazitat wie folgt berechnet werden: C =—

28 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung erfolgte durch SigmasStat 3.5 (Systat Software, San Jose,
CA, USA) und die graphische Darstellung durch MS Office Excel 2016 (Microsoft
Corporation; Redmond, WA, USA) und SigmaPlot 13.0. Normalverteilte Daten wer-
den —falls nicht anders angemerkt — als Mittelwerte mit der Standardabweichung vom
Mittelwert (SEM) angegeben. Statistische Vergleiche wurden mithilfe des Student-t-
Test durchgefiihrt. Waren Messwerte innerhalb einer Versuchsgruppe nicht normal-
verteilt, erfolgte die Prifung auf signifikante Unterschiede mithilfe des Rangsummen-
tests nach Wilcoxon-Mann-Whitney. Fur den Vergleich der ermittelten Kennlinien vor
und nach Bariumapplikation wurde eine 2-WAY-ANOVA (Tukey Posthoc-Test) durch-
gefuhrt. Die Signifikanzniveaus sind mit Sternchen gekennzeichnet: p < 0,05 wurde

mit einem Sternchen (*), p < 0,01 mit (**) und p < 0,001 mit (***) markiert.
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L. ERGEBNISSE

3.1 DIFFERENZIELLE EXPRESSION DES KIR4.1

In der Literatur ist ein funktioneller Verlust des Kir4.1. bei Gliomen und Glioblastomen
bereits beschrieben (Bordey und Sontheimer, 1998). Jedoch wurden die an der Uni-
versitatsmedizin Rostock aus Patientinnenmaterial isolierten und etablierten
Glioblastomzelllinien bisher nicht dahingehend untersucht. Sowohl auf mRNA-Ebene
als auch auf Proteinebene zeigten sich hier Unterschiede im Ausmal® der residualen
Kird.1.-Expression. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden Zelllinien zur weiteren
elektrophysiologischen Charakterisierung ausgewahit. Die Auswertung der quantita-
tiven real-time-PCR wurde wie in Kapitel 8.3.5 beschrieben durchgeflhrt. Da flr die
weiteren elektrophysiologischen Untersuchungen die absoluten Mengen an mRNA
nicht relevant waren, wurde ausschliel3lich eine relative Quantifizierung durch Nor-

mierung auf die Expression des Haushaltsgens GAPDH durchgefuhrt. (Abbildung 10)

- — R e — —
T TS TEEED TN CENN TEN S—
u-g7 HROGOZ HROGOS  HROG1S  HROGZ4  HROG3E Brain

1,00E-06 —- . - l !

1,00E-05

1,00E-D4

Relative Kird.1-Expression

1,00E-03

1,00E-02 | | I |

Abbildung 10 — guantitative tPCR: Kird.1 Expression der humanen Zelllinien

Relative Kird.1-Expression (obere Bande) der humanen Glioblastomzelllinien HROG 02, 05, 15, 24, 38, sowie der
kommerziell verfligbaren U-87 und humanem Gehirn als Positivkontrolle, jeweils normiert auf die Expression des
Haushaltsgens GAPDH (untere Bande) mit anschlielender Gelekirophorese der Amplifikate (n=4), logarithmi-
sche Darstellung, Fehlerbalken = SEM. Signifikanter Unterschied im Mittelwertvergleich nach Student-Newman-
Keuls: p < 0,05 (*), p < 0,01 mit (**) und p < 0,001 (***). Darstellung ausgewahlter Paarvergleiche, Signifikanzni-
veaus fir alle paarweisen Vergleiche siehe Tab 20 im Anhang.
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Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurden nach Abschluss der elektrophysiologischen
Experimente an den untersuchten Zellen erneut eine real-time-PCR-Analyse durch-
gefuhrt. Diesmal erfolgte die relative Quantifizierung auf Basis der Housekeeping-
Gene GAPDH und S18. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 11 und 12 darge-
stellt und bestatigten die bisherigen Resultate mit einer signifikanten hoheren Kir4.1-
Expression der Zelllinie HROGO05 im Vergleich zu der Expression der HROG38-

Glioblastomzellen.
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Abbildung 11 — gquantitative real time PCR: Kird.1 Expression der humanen Zelllinien

Relative Kir4.1- Expression der Glioblastomzelllinien HROG05, HROG24 und HROG38, jeweils nor-
miert auf die Haushaltsgene GAPDH (links) und S18 (rechts), logarithmische Darstellung. n = 4. Sig-
nifikanter Unterschied im Rangsummentest nach Wilcoxon-Mann-Whitney: p = 0,029 < 0,05 (*).
Fehlerbalken: SEM.

GAPDH 518
1,00E-05
’ I| |I|I \-\%: III:III w
RRRANN jast \\
S 1,00E-04 :: :::: FO& ::::::: \
Bl ol R
E HODE03 C6 GEP :::: ::: Fog
- BEK
= 1,00€-02 !
£ 6 G
E 1,00E-01
1,00E+00 | |

Abbildung 12 — guantitative real time PCR: Kird.1 Expression der murinen Zelllinien

Relative Kir4.1- Expression der kommerziell verfiigbaren Gliomzelllinien C6 GFP und F98, jeweils nor-
miert auf die Haushaltsgene GAPDH (links) und S18 (rechts), logarithmische Darstellung. n = 4. Sig-
nifikanter Unterschied im Rangsummentest nach Wilcoxon-Mann-Whitney: p = 0,029 < 0,05 (*).
Fehlerbalken = SEM.
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Um zu Uberprifen, ob diese differenzielle Expression auch auf Proteinebene nach-
weisbar ist, wurden aus den jeweiligen Zelllinien Proteine fur Western Blot-Versuche
isoliert. Die Western Blot-Analysen zeigten eine Expression von Kir4.1. in allen un-
tersuchten Zelllinien. Dabei konnten mit den Kir4.1-Antikérpern diverse Banden mit
verschiedenen Molekulargewichten dargestellt werden. Zur exemplarischen quanti-
tativen Auswertung wahiten wir Banden bei ca. 42,5 kDa, entsprechend dem Mole-

kulargewicht des Kir.4.1 Kanalproteins, wie in Abbildung 13 gezeigt.

Marker Ch F89 HROGOS HROGZ4 CA3

50 kDa -— - . - -
|
w2500 | ~—— = -—
T I —— AR L s, e |

30 kDa

R ———
—— — —— — - >
BTRDE | o o o e o e e e et e e e e e ks e e e n o — — — — — u

Abbildung 13 — Western Blot: Auswertung der Kird. 1-Expression in Relation zur GAPDH-Expression

Darstellung der Auswertung der Kir4.1- Expression auf Proteinebene einiger muriner und humaner
Zelllinien. Darunter die kommerziell verfligbaren Gliomzelllinien C6 GFP und F98 sowie die aus Re-
sektaten etablierten Glioblastomzelllinien HROGO5 und HROG24, sowie zur Etablierung der Methode
eine Positivkontrolle aus der CA3 Region der Maus.

Auch hier wurde beispielhaft eine relative Quantifizierung auf Grundlage der Expres-
sion des Housekeeping-Gens GAPDH durchgefuhrt. Dabei konnten die PCR-Ergeb-
nisse mit Unterschieden in der Expression zwischen den Zelllinien bestatigt werden.
Die hochsten Expressionsraten zeigte die HROGO5 unter den humanen und die C6-
GFP-Zellen im Vergleich zur anderen Rattenzelllinie F98. Die Expressionswerte, nor-
miert auf Grundlage der Intensitat der GAPDH-Bande, sind in Abbildung 14 darge-
stellt. Aufgrund der eingeschrankten Aussagekraft durch die Mehrzahl an Kir4.1-po-
sitiven Banden und einer geringen Versuchsanzahl werteten wir diese Versuche nicht

weiter statistisch aus.
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Abbildung 14 — Western Blot: Kird. 1-Expression

Relative Kird.1- Expression auf Proteinebene der murinen und humanen Zelllinien. Darunter die kom-
merziell verfligbaren Gliomzellinien C68 GFP und F98 sowie die aus Resektaten etablierten
Glioblastomzelllinien HROG02, HROGO05, HROG15 und HROG24. Expression jeweils normiert auf
das Haushaltsgen GAPDH: A) murine Zelllinien n=2, B) humane Zelllinien n =1.

3.2 ETABLIERUNG DER ELEKTROPHYSIOLOGISCHEN UNTERSUCHUNGEN
AN ZELLKULTUREN

Die Messung von Glioblastomzellen in Zellkultur musste im Rahmen dieser Arbeit an
unserem Institut erst noch etabliert werden. Dazu gehdrten Versuche mit verschiede-
nen Zellkultur-Gefalten, die sowohl mit dem Inversmikroskop als auch mit dem Pipet-
tenhalter des Mikromanipulators kompatibel sein musste. Zuletzt verwendeten wir 35
mm Eppendorf-Zellkulturschalen, die vor jeder Messung an den Messplatz angepasst
wurden. Ebenso mussten Protokolle fur das Pipettenziehgerat P-97 Sutter Instrument
etabliert werden. Hierfur missen Durchmesser der Spitze und Lange der generierten
Spitze auf die zu untersuchenden Zellen abgestimmt werden. Eine kleine Offnung
ermaoglicht eine einfachere Bildung des Giga-Seals, der fur patch-clamp-Messungen
unerlasslich ist, anderseits kann eine sehr kleine Offnung die Eréffnung der Zelle fiir
die Generierung der whole-cell-Konfiguration erschweren. Ebenso wird eine lange,
schmale Pipettenspitze mit geringer Offnungsfléche schneller durch Zell- oder Memb-
ranbestandteile verlegt, sodass es im Laufe der Experimente zu Stérungen der
Strommessung bis hin zum Abbruch bei Zunahme des Serienwiderstandes kommen

kann. Umgekehrt ist eine grolte Pipettenspitze bei den durchgefihrten Messungen
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von Uber dreifig Minuten pro Zelle fir die Stabilitdt des Serienwiderstandes zu be-
vorzugen, die Giga-Seal-Bildung ist mit solchen Pipetten jedoch deutlich erschwert.
Ausgehend von vielen Versuchsreihen entstand ein Protokoll fur das Pipettenziehge-
rat P-97 Sutter Instrument das im Alilgemeinen Pipetten mit Widerstanden von 3-5
MQ lieferte (siehe Anhang Tab.19). Zwar ist ein stabiles Raumklima fur elektrophy-
siologische Untersuchungen essenziell, trotzdem fluhren geringe Veranderungen
schon zu Abweichungen der dadurch generierten Pipetten, sodass das Programm im

Allgemeinen taglich modifiziert werden musste.

3.3 ELEKTROPHYSIOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DER ZELLEN

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die an der Universitat Rostock nach chirurgischer
Resektion in Zellkultur etablierten Glioblastom-Zelllinien (Mullins et al., 2013) erst-
mals elektrophysiologisch mithilfe der patch-clamp-Technik untersucht. Dabei stell-
ten nicht nur die im vorherigen Abschnitt bereits erwahnten technischen Aspekte eine
Herausforderung dar. Die Versuche an entdifferenzierten Tumorzellen waren weiter-
hin aufgrund von veranderten Membraneigenschaften, die die Ausbildung eines Gi-
gaseals verhindern, erschwert. Eine weitere Hirde war, Zellen auszuwahlen, die Uber
das gesamte Messprotokoll hinweg elektrophysiologisch stabil blieben. Neben den
hierausgewerteten Zelllinien wurde zunachst auch die Zelllinien HROG24 in die Ver-
suchsreihen miteinbezogen. Hier konnte jedoch nur in einigen wenigen Versuchen
uberhaupt die Gigaseal-Konfiguration erreicht werden, vermutlich aufgrund der stark
veranderten und fragilen Zellmembran. Dies deckt sich auch mit dem lichtmikrosko-
pischen Aspekt der Zellen dieser Linie. Diese technische Hurde generiert entspre-
chend natlrlich eine gewisse Selektion, da nur diejenigen Zelllinien elektrophysiolo-
gisch charakterisiert werden konnen, deren Membran- und sonstige Eigenschaften

eine Messung Uberhaupt moglich machen.

Da es bisher keine Daten gab, auf deren Basis Ein- und Ausschlusskriterien fur die
entsprechenden Zelllinien hatten definiert werden konnen, wurden diese im Laufe der
Messungen festgelegt. Physiologisch bei Glia erwartete Parameter konnten dabei nur
zur Orientierung herangezogen werden, da sich Glioblastomzellen durch ihre onko-
gene Transformation auch elektrophysiologisch von ihren Ursprungszellen unter-
scheiden. Basierend auf der Stabilitadt der Zellen im Laufe der Messungen wurden

Einschlusskriterien fir das Ruhemembranpotenzial fur jede Zelllinie definiert. Zellen,
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die im Verlauf der Messungen nicht stabil waren, zeigten dabei ein depolarisierteres
Membranpotenzial und entsprechend einen Uberdurchschnittlich hohen Haltstrom
(In). So wurden nur Zellen in die Auswertung eingeschlossen, die ein stabiles Memb-
ranpotenzial aufzeigten. Dies korrelierte mit einem Haltestrom, der vor Beginn der
Messungen nicht unter - 150 nA lag. Im Verlauf der Versuchsreihen wurden so flr
jede Zelllinie Normalwerte festgelegt. Dabei musste das Membranpotenzial nach eine
Aquilibrationszeit, wahrend derer der Ausgleich der lonenkonzentrationen zwischen
Zytoplasma und Intrazellularidsung abgewartet wurde, unter den Grenzwerten von -
65 mV fur die C6-Gliomzellen und HROG38-Glioblastomzellen, sowie -25 mV fur die
HROGO05-Glioblastomzellen liegen.

Die elektrophysiologischen Eigenschaften der Zellen sind in den Tabelle 14 bis 16
dargestellt. Das mittlere Membranpotenzial fur die kommerziell verflugbare Ratten-
Gliomzelllinie C6 GFP, die genutzt wurde, um die Patch-Clamp-Technik an Tumor-
zellen in Zellkultur an unserem Institut zu etablieren, betrug -71,1 = 1,4 mV. Flr die
aus Patientinnen isolierten Glioblastomzelllinie HROGO0S lag das RMP bei -29,1 1,7
mV und bei der HROG38-Zelllinie bei -60,4 = 1,6 mV. Die durchschnittliche Zellkapa-
zitat betrug 66,5 + 6,7 pF fiir die C6-GFP-Zellen, 100,4 + 10,8 pF fir die HROGO05
und 74,4 + 6,3 pF fir die HROG38.
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3.3.1 Gliomzelllinie C6 GFP

20 um

Abbildung 15 — Cé GFP-Gliomzelle wahrend whole-cell Patch-Clamp-Messung

Parameter Mittelwert +SEM
C6-GFP
Ruhemembranpotenzial (n = 12) 1,114 mV
Serienwiderstand (n=11) 12,0 £ 0,9 MQ
Zellkapazitat (n = 11) 66,5 + 6,7 pF
Membranwiderstand (n= 11) 237, 7 £29,0 MQ
Haltestrom (n = 11) -0,072 £ 0,007 nA

Tabelle 14 — elektrophysiclogische Zellparameter C&-GFP

43



Ergebnisse

3.3.2 Glioblastomzelllinie HROG05

s

'20 Lm : .

Abbildung 16 — HROG05-Glioblastomzelle wahrend whole-cell Patch-Clamp-Messung

Parameter Mittelwert + SEM

HROGO5 n=10
Ruhemembranpotenzial (n= 11) -291£1,7mV
Serienwiderstand (n = 10) 15,1 +£1,4 MQ
Zellkapazitat (n = 10) 100,4 = 10,8 pF
Membranwiderstand (n = 11) 368,7 £40,1 MQ
Haltestrom (n = 10) -0,147 £ 0,016 nA

Tabelle 15 — elektrophysiclogische Zellparameter HROGOS
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3.3.3 Glioblastomzelllinie HROG38

Abbildung 17 — HROG038-Glicblastomzelle wahrend whole-cell Patch-Clamp-Messung

Haltestrom (n = 11)

Parameter Mittelwert +SEM
HROG38 n=10
Ruhemembranpotenzial (n = 12) 60,4 +1,6 mV

-0,132 £ 0,01 nA

Tabelle 16 — elektrophysiologische Zellparameter HROG38
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34 UNTERSCHIEDE IM RUHEMEMBRANPOTENZIAL DER ZELLLINIEN

i

RMP in mV

HROGOS HROG3E Ce

Abbildung 18 — Ruhemembranpotenzial der Zelllinien

Die Bestimmung des Ruhemembran-
potenzials vor Beginn der Messungen
zeigt, dass die Zelllinien unterschiedlich
stark depolarisiert sind. Wahrend die
C6-GFP-Gliomzellen mit-71,2+ 1,1 mV
noch ein relativ negatives Ruhememb-
ranpotenzial aufweisen, sind Zellen der
Linie HROG38 mit durchschnittlich -
604 =+ 16 mV ein wenig und die
HROGO05-Glioblastomzellen mit -29,1 +

1,7 mV sehr deutlich depolarisiert.

Mittleres RMP der Zelllinien vor Barium-Applikation. Signifikanter Unterschied im Mittelwertvergleich nach
Student-Mewman-Keuls: p < 0,001 (***) Fehlerbalken: SEM.

3.5 FUNKTIONELLE EXPRESSION EINES BARIUMSENSITIVEN STROMS

Durch Applikation von Spannungsstufen und Registrierung der entsprechenden

Strome jeweils vor und nach Bariumapplikation und die Subtraktion der entsprechen-

den Strome konnte eine Strom-Spannungs-Kennlinie fur den Barium-sensitiven An-

teil der Strome erstellt werden. Die Ergebnisse sind im Folgenden fur die einzelnen

Zelllinien separat dargelegt.
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351 C6

In Abbildung 19 finden sich Beispielspuren der registrierten Strome fur die C6 GFP-

Ratten-Gliomzelllinie vor und nach Barium-Applikation Uber die Extrazellularlosung.

1n4

Wm«-ﬂ a e s s
= i, A bl e
100 ms
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Abbildung 19 — Beispielspur C6 GFP

Ausschnitt der Stromantwort einer C6-GFP-Gliomzelle infolge applizierter Spannungsstufen von -140 mV
bis + 50 mV/, liberlagerte Darstellung. A: Kontrolle B: nach Zugabe von 1mM Ba®'. Malistab: vertikal | = 1
nA horizontal t = 100 ms.

Bei den Experimenten zeigen sich signifikante Unterschiede in der Stromantwort in-
folge der Bariumapplikation. Beispielhaft ist der gemittelte Strom Uber die Span-
nungsstufen -60 mV bis -70 mV in Abhangigkeit von Barium in Abbildung 20 darge-
stellt. Dabei zeigt sich eine signifikante Reduktion des gemessenen Stroms um etwa
28%.

i
Abbildung 20— Relativer

| | Barumsensitiver Strom Cé
Mittelwerte der gemessenen
Stréme Uber die Spannungsstufen
-60 mV, -130 mV und -70 mV vor
nach Bariumapplikation. Darstel-
lung normiert auf den gemessenen
Strom vor Einwaschen der Barium-
haltigen (1mM) Extrazelluldridsung
Hier zeigt sich Reduktion der ein-
wartsgerichteten Stromkompao-
nente um ca. 28%. Signifikanter
Unterschied im Rangsummen-
Test nach Wilcoxon-Mann-\Whit-
ney. p<0,01 (**) n = 10. Fehlerbal-
ken: SEM.
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—o— CTRL
—— Barium
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Abbildung 21 — Strom-
Spannungs-Kennlinie C4-GFP

Strom-Spannungs-Kennlinien fir
die Zellinie C6-GFP. Mittelwerte
der gemessenen Strome aufge-
tragen Uber die entsprechenden
angelegten Spannungsstufen von
-140 bis +50 m\ vor und nach Ba-
riumapplikation. Darstellung in
pA/pF, bezogen auf die durch-
schnittliche Zellkapazitat der Zell-
linie. Signifikanter Unterschied
Uber die gesamte Strom-Span-
nungsbeziehung hinweg (2-WAY-
ANOVA, Tukey Posthoc-Test). (p
< 0,001) n = 10. Fehlerbalken:
SEM

In der weiteren Analyse der Strom-Spannungs-Beziehung zeigte sich ein kleiner ba-

riumsensitiver Strom, mit sowohl auswarts als auch einwarts gerichteter Kompo-

nente. Dabei zeigt sich, dass bei physiologischen Membranpotenzialen von -80 bis 0

mV ein einwartsgerichteter Strom durch die Bariumapplikation blockiert wird, jedoch

der bei depolarisierten Membranpotenzialen auftretende, auswarts gerichtete lonen-

strom nur partiell inhibiert wird. (Abb. 21 und 22)

-150

0.4

Abbildung 22 C4-GFP Bariumsensitiver Strom

Strom-Spannungs-Kennlinie fiir die Zelllinie C6-GFP. Differenz der Mittelwerte der gemessenen
Strome vor und nach Bariumapplikation, aufgetragen (ber die entsprechenden angelegten Span-

nungsstufen von -140 bis +50 mV. n = 10. Fehlerbalken: SEM

lg, N NA
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3.5.2 HROG38

Ebenso konnte fur die Zelllinie HROG38 ein bariumsensitiver Strom nachgewiesen
werden. Beispielspuren zur Baseline und nach Einwaschen der bariumhaltigen Ext-

razellulariosung finden sich in Abbildung 23.
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Abbildung 23 - Beispielspur HROG38

Ausschnitt der Stromantwort einer HROG38-Glioblastomzelle infolge applizierter Spannungsstufen von -
140 mV bis + 50 mV, iiberlagerte Darstellung. A: Kontrolle B: nach Zugabe von 1mM Ba®*; Malstab: vertikal
I =1 nA horizontal t = 100 ms.

Auch die Strom-Spannungskennlinie fur diese Zelllinie ist signifikant verandert infolge

der Bariumapplikation (Abbildungen 24 und 25).

25 -
+—CTRL Abbildung 24 — Strom-5pannungs-
—o— Barium 20 Kennlinie HROG38
Strom-Spannungs-Kennlinie fur die Zellli-
15 nie HROG38. Mittelwerte der gemessenen

Strome aufgetragen lUber die entsprechen-
den angelegten Spannungsstufen von -
10 = 140 bis +50 mV vor und nach Bariumappli-
kation. Darstellung des Stromes in pA/pF,
bezogen auf die durchschnittliche Zellka-
pazitdt der Zelllinie. Signifikanter Unter-
schied lber die gesamte Strom-Span-
nungsbeziehung hinweg (2-WAY-ANOVA,
Tukey Posthoc-Test). (p < 0,001) n = 10.
Fehlerbalken: SEM
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Abbildung 25 — HROG38 Bariumsensitiver Strom

Strom-Spannungs-Kennlinien fir die Zelllinie HROG38. Differenz der Mittelwerte der gemessenen Strome vor
und nach Bariumapplikation, aufgetragen Uber die entsprechenden angelegten Spannungsstufen von -140 bis
+50 mV. n = 10. Fehlerbalken: SEM

Der relative Barium-sensitive Strom, gemittelt Gber die Spannungsstufen -60 bis -70
mV ist in Abbildung 26 dargestellt. Auch hier zeigt sich Reduktion der einwartsgerich-

teten Stromkomponente um ca. 60%.

dedirde

[

Abbildung 26 — Relativer
Bariumsensitiver Strom HROG38

Mittelwerte der gemessenen Strome
Uber die Spannungsstufen -60 mV, -
und -70 mV vor nach Bariumapplika-
tion. Darstellung normiert auf den
gemessenan Strom vor Einwaschen
der Barium-haltigen (1mM) Extrazel-
lularidsung Hier zeigt sich Reduktion
der einwartsgerichteten Stromkom-
ponente um ca. 60%. Signifikanter
Unterschied im Rangsummen-Test
nach Wilcoxon-Mann-Whitney. p <
0,001 (™) n = 10. Fehlerbalken:
SEM.
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3.5.3 HROGOS

Fur die Zelllinie HROGO5 konnte Uber den gesamten Strom-Spannung-Verlauf kein
signifikanter Unterschied der gemessenen Strome vor und nach Bariumapplikation
beobachtet werden, die Strom-Spannungs-Kennlinien (Abbildungen 29) vor und nach

Bariumapplikation sind nicht signifikant verschieden. Die ist auch anhand der Bei-

spielspuren (Abbildung 28) zu erahnen.

Abbildung 27 — Beispielspur HROGOS

Ausschnitt der Stromantwort einer HROGO05-Glioblastomzelle infolge applizierter Spannungsstufen von -
140 mV bis + 50 mV, (iberlagerte Darstellung. A: Kontrolle B: nach Zugabe von 1mM Ba2+.

Malstab: vertikal | = 1 nA horizontal t = 100 ms.

Abbildung 28 — Strom-
Spannungs-Kennlinie

HROGOS

—s+—CTRL

—o— Barium
Strom-Spannungs-Kennlinien flr
die Zellinie HROGOS. Mittelwerte
der gemessenen Strome aufge-
tragen dber die entsprechenden
angelegten Spannungsstufen von
-140 bis +50 mV vor und nach Ba-
riumapplikation. Darstellung des
Stromes in pA/pF, bezogen auf
die durchschnittliche Zellkapazitat
der Zelllinie. Kein signifikanter Uin-
terschied Ober die gesamte
Strom-Spannungsbeziehung  hin-
weg, ausschliellich Ober die
Spannungsstufen -110 bis -150
. m\/ und +30 bis +50 mV. (2-WAY-
4 Iin pA/pF ANOVA, Tukey Posthoc-Test). (p

= 0,05) n = 10. Fehlerbalken: SEM

-150 -
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Jedoch zeigte sich in der statistischen Auswertung bei hyperpolarisierten Potenzialen
uber die Spannungsstufen von U= -110 bis U= -140 mV, sowie bei depolarisierten
Potenzialen von U= 30 mV bis U = 50 mV ein signifikanter Unterschied der Stromant-
wort abhangig von der Bariumapplikation. (2-WAY-ANOVA, Tukey-Post-Hoc-Test, p

< 0,05), nicht jedoch im physiologischen relevanten Bereich von etwa -80 bis 0 mV.

36 BARIUMABHANGIGE DEPOLARISATION DER ZELLEN

Entsprechend des Nachweises Barium-sensitiver Strome konnte auch ein Barium-
abhangiger Effekt auf das Membranpotenzial der Gliomzellen nachgewiesen werden.
So zeigten sowohl die Gliomzelllinie C6-GFP als auch die humane Glioblastomzellli-
nie HROG38 eine signifikante Depolarisation infolge der Bariumapplikation. Bei der
HROGO05-Glioblastomzelllinie fihrte das Einwaschen von Barium nicht zu einer sig-
nifikanten Veranderung des Membranpotenzials. (Abb. 31)

Fur die Zelllinie C6 GFP lag das Membranpotenzial initial bei -71,23 £ 1,14 mV und
lag nach Bariumapplikation bei -63,10 = 1,39 mV. Fur die Glioblastomzelllinien lag
das RMP initial bei -29,12 + 1,70 mV fiir die HROGO5 und -60,42 + 1,56 mV fir die
HROG38 und nach Applikation von 1mM Ba?* (iber die Extrazellularldsung bei -26,88
+ 1,30 mV bzw. -47,97 £ 1,24 mV fir die HROG38.

52



Ergebnisse

=10 Wl kA
1 ]
i e . ol
2 B
E
2 +~ -
e
[ m
ss 1
g -3 .
'l B _
o _
2 T =
]
g ¥ ]
T a0
= * |
B :
-50
Cé - GFP HROG05 HRCHG38

Abbildung 30 - Beeinflussung des Ruhemembranpotenzials durch Bariumapplikation

Darstellung des durchschnittlichen Ruhemembranpotenzials (RMP) der jeweiligen Zelllinien im Box-Whis-
ker-Plot. Grau: Ruhemembranpotenzial vor Bariumapplikation. Weili: Membranpotenzial nach Einwasch
von Extrazellulardsung mit einer Bariumkonzentration von 1mM. Signifikante Unterschiede im t-Test sind
durch Stemchen gekennzeichnet (p < 0,01 mit (**) und p < 0,001 mit {***}). n = 10. (— Median, -— arithme-
tischer Mittelwert, [1 25. bzw. 75. Perzentil, + L 10. bzw. 90. Perzentil, = Extrema)

Auswaschversuche gestalteten sich aufgrund der Lange der Messungen schwierig.
Die vereinzelten Auswaschversuche konnten aufgrund der geringen Anzahl nicht sta-
tistisch ausgewertet werden, zeigten jedoch eine Repolarisation des Membranpoten-

zials und eine Reversibilitdt des Bariumeffektes.

3.7 BARIUMABHANGIGER ANSTIEG DES MEMBRANWIDERSTANDES

Neben eines Effekts von Bariumionen auf das Membranpotenzial der Gliomzellen
konnte ebenfalls eine Beeinflussung des Membranwiderstandes durch Ba?* demons-
triert werden. Dabei waren die Membranwiderstande der Zelllinien vor Bariumappli-
kation nicht signifikant unterschiedlich. Jedoch zeigten sowohl die Gliomzelllinie C6-
GFP als auch die humane Glioblastomzelllinie HROG38 eine signifikante Zunahme
des Membranwiderstandes infolge der Bariumapplikation. Bei der HROGO5-
Glioblastomzelllinie dagegen war ebenso wie bezulglich des Membranpotenzials kein

Bariumeffekt auf den Membranwiderstand zu beobachten. Fir die Zelllinie C6 GFP
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lag der Membranwiderstand (Rwm) initial bei 237,7 + 29,1 MCQ und lag nach Bari-
umapplikation bei 364,6 + 43,9 MQ. Fur die Glioblastomzelllinien lag Ry initial bei
368,7 + 40,1 MQ fir die HROGO5 und 254,1 £ 51,1 MQ fiir die HROG38 und nach
Applikation von 1mM Ba?* (iber die Extrazellularidsung bei -425,6 + 44,5 MQ bzw.
621,9 £ 124,6 MQ fiir die HROG38.
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Abbildung 31 — Beeinflussung des Membranwiderstandes durch Bariumapplikation

Darstellung des durchschnittlichen Membranwiderstandes (Ru) der jeweiligen Zelllinien. Streifen: Memb-
ranwiderstand vor Bariumapplikation. Schwarz: Membranwiderstand nach Einwaschen von Extrazellularit-
sung mit einer Bariumkonzentration von 1mM. Signifikante Unterschiede im t-Test (C6-GFP) bzw. im Rang-
summen-Test nach Wilcoxon-Mann-Whitney (HROG38) sind durch Stemnchen gekennzeichnet (p < 0,05).
n = 10, Fehlerbalken: SEM.
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v. DISKUSSION

Molekularbiologische Untersuchungen sind derzeit einer der Schwerpunkte in der
Glioblastomforschung. Entsprechend sind fur Gliome und Glioblastome in der Litera-
tur eine Vielzahl an Mutationen beschrieben (Cancer Genome Atlas Research
Network, 2008; Suzuki et al., 2015). Auch die an der Universitat Rostock im Rahmen
einer Zusammenarbeit der Kliniken fur Padiatrie, Neurochirurgie und der experimen-
tellen Chirurgie etablierten Zelllinien wurden bereits molekularbiologisch untersucht.
Dabei zeigten sich unter anderem MGMT-Promoter-Methylierungen, EGFR-Ampilifi-
kation und TP53- und K-ras-Mutationen (Mullins et al., 2013). Elektrophysiologische
Experimente an Tumorzellen sind dagegen weniger Ublich, da sie sich einerseits auf-
wandiger gestalten und sich nicht unmittelbar Zielstrukturen fir gezielte onkologische
Therapien identifizieren lassen. Trotzdem gewinnen speziell Kaliumkanale, aber
auch andere lonenkanale und Transporter als potenzielle onkologische Angriffs-
punkte an Bedeutung (Arcangeli und Becchetti, 2010; Huang und Jan, 2014). So gibt
es bereits den Ansatz in einem Maus-Xenograft-Modell durch Inhibition der o1-Un-
tereinheit der in Glioblastomen Uberexprimierten Na-K-ATPase die Migration und
Proliferation der Tumorzellen zu reduzieren (Lefranc et al., 2008). Da der Kir4.1-Ka-
nal, wie bereits dargelegt, durch seine Rolle bei der Aufrechterhaltung des Membran-
potenzials in Gliazellen sowohl die Erregbarkeit der umgebenden Neuronen modu-
liert, als auch Einfluss auf Zelldifferenzierung und -proliferation nimmt, ist auch er eine
vielversprechende Zielstruktur fur alternative Therapieansatze von Glioblastomer-

krankungen.
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4.1 DIFFERENZIELLE EXPRESSION: RNA- UND PROTEINEBENE

Ausgehend von der bereits beschriebenen Funktion des Kir4.1 in Gliazellen und dem
Verlust des Kanals in Gliomen, wurde im Rahmen dieser Arbeit angestrebt, diesen
Expressionsverlust an den aus Patientinnenmaterial etablierten Glioblastomzelllinien
zu reproduzieren und weiter zu differenzieren. Aus den kultivierten Glioblastomzellli-
nien wurden sowohl mRNA als auch Proteine isoliert und quantitative real time PCR-
bzw. Western-Blot-Untersuchungen durchgefiuhrt. Die molekularbiologischen Unter-
suchungen bestatigten den differenziellen Kir4.1-Verlust und dienten gewissermalten
als Screeninguntersuchung, um geeignete Zelllinien fur weiterfUhrende elektrophysi-
ologische Experimente zu identifizieren. Die molekularbiologischen Nachweise konn-
ten zeigen, dass die Glioblastomzellen und auch die kommerziell verfigbaren Rat-
tenzelllinien heterogen sind, was das Ausmal} der Kir4.1-Expression angeht. Neben
Zelllinien wie HROG02, HROG24 und HROG38 mit sehr geringer Expression, gibt es
auch Zelllinien wie HROGO0S, die zumindest auf Protein- und RNA-Ebene eine Kir4.1-
Expression in der Grolienordnung von gesundem Gewebe aufweisen. Das ist beson-
ders interessant, da bisher bei aufrechterhaltener Expression auf RNA- und Protein-
ebene, vor allem ein funktioneller Verlust Kir4.1 in Gliomzellen beschrieben ist. Olsen
und Sontheimer haben beispielsweise eine Fehllokalisation von Kir-Kanalen an die
Zellkernmembran, das Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat be-
schrieben (Olsen & Sontheimer, 2004), sodass es trotz Expression auf mRNA- und
Proteinebene zu einem Ausfall der Kir-Stroms und entsprechend zu einer Depolari-
sation der Zellmembran kommt. Auch unsere Untersuchungen zeigten, insbesondere
auf die Zelllinien HROGOS5, dass eine Expression auf molekularbiologischer Ebene
nicht unweigerlich mit einer erhaltenen Kir4.1-Funktion auf elektrophysiologischer
Ebene einhergeht. Hierbei mussen die Kir-Nachweise auf Proteinebene jedoch auf-
grund der multiplen positiven Banden und geringen Versuchsanzahl kritisch gesehen
werden. Um zu eruieren, ob die multiplen positiven Banden in den Western-Blot-Un-
tersuchungen Folge dysfunktionaler und potenziell fragmentierter oder anderweitig
veranderter Kir-Kanale sind, sind weitere Untersuchungen nétig. Um die Bedeutung
und Folgen der differenziellen Expression des Kir4.1-Kanals der verschiedenen
Glioblastomzelllinien besser beurteilen zu kénnen, ist letztlich eine Korrelation zu Tu-

moreigenschaften und funktionellen Konsequenzen auf Zellebene notig. Neben den
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elektrophysiologischen Untersuchungen, deren Ergebnisse in den folgenden Ab-

schnitten diskutiert werden, sind auch Proliferationsuntersuchungen denkbar.

42 ELEKTROPHYSIOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DER ZELLLINIEN

Neben dem mikroskopischen Aspekt der Zelllinien, die einen Hinweis auf die Memb-
ranstabilitdt und die Umsetzbarkeit der Patch-Clamp-Experimente geben kdénnen,
wurde basierend auf den Ergebnissen der Western Blot- und PCR-Experimente die
murine Zelllinie C6 zur Etablierung der Methode am Institut gewahit. Anschlielfend
wurden Patch-Clamp-Untersuchungen an den Zelllinien HROG24 und HROGOS5
durchgeflhrt. Dabei zeigte sich, dass die Zellmembran der HROG24-Zelllinie Patch-
Clamp-Untersuchungen aufgrund ihrer Labilitat nicht zuganglich ist, sodass weitere
Untersuchungen an der HROG38-Zelllinie geplant wurden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden somit die aus Patientlnnen gewonnen Zelllinien HROGO05 und HROG38 erst-
mals elektrophysiologisch charakterisiert. Zu diesem Zweck wurden sowohl current-
clamp- als auch voltage-clamp-Patch-Clamp-Experimente durchgefuhrt. Die Zellei-
genschaften wurden dabei vor Bariumapplikation bestimmt. Wie zu erwarten war,
wurden weder spontane, noch durch Depolarisation generierte Aktionspotenziale re-
gistriert, da Gliazellen keine spannungsabhangigen Natriumkanadle exprimieren.
Trotzdem verfigen Gliom- und Glioblastomzellen tUber lonenkanéle, die messbare

Strome generieren.

Wie auch schon fur andere Gliomzellen beschrieben, weisen die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Gliomzellen ein im Vergleich zu physiologischer Glia ein depola-
risiertes Membranpotenzial auf (Bordey und Sontheimer, 1998; Olsen und
Sontheimer, 2004). Dabei zeigten die Experimente, dass das Ausmal} der Depolari-
sation innerhalb der untersuchten Zelllinien variiert. Fir die kommerziell verfugbare
murine C6 Gliomzelllinie lag das Membranpotenzial mit -71,1 = 1,4 mV in der Gro-
fenordnung von bereits publizierten Daten (Brismar, 1995). Die Zelllinie HROG38
zeigte trotz relativ reduzierter Expression von Kir4.1 auf Protein- und mRNA-Ebene
ein negatives Membranpotenzial nahe des Kaliumgleichgewichtspotenzials, wohin-
gegen Zellen der Zelllinie HROGO5 ein dullerst depolarisiertes Membranpotenzial
aufweisen, wie auch flr andere Glioblastomzelllinien bereits beschrieben wurde
(Brismar, 1995). Weiterfuhrend ware interessant, das Membranpotenzial der Zellli-

nien anhand von Patientinnendaten oder in einem Xenograft-Modell mit klinischen
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Symptomen wie Tumorprogression oder dem Vorhandensein einer Tumor-asoziier-

ten Epilepsie zu korrelieren.

Weiterhin zeigte sich, dass die Membrankapazitaten aller HROG-Zellen deutlich gré-
er ist als bisher fur Glioblastomzellen hoherer Passagen beschrieben wurde.
(Brismar und Collins, 1989) Insbesondere die Zellkapazitat der HROGOS Ubersteigt
die Kapazitat der HROG38-Zellen. Dies korreliert ebenfalls mit der reduzierten funk-
tionellen Expression des Kird.1 korreliert, welcher mit Astrozytenschwellung assozi-
iert ist. Hierbei zeigen neuere Untersuchungen, dass der Kir4.1 zwar nicht direkt tber
einen Kir4.1/AQP4.Komplex beteiligt ist, jedoch der Na+/HCO3—Cotransporter, der
jedoch Uber eine durch Kaliumionen vermittelte Depolarisation aktiviert wird (Larsen
und MacAulay, 2017).

4.3 DIFFERENZIELLE EXPRESSION EINES BA?*-SENSITIVEN STROMS

Ebenso wie in den molekularbiologischen Versuchen eine differenzielle Expression
des Kir4.1 auf RNA- und Proteinebene festgestellt wurde, konnte im Rahmen der
voltage-clamp-Messungen Unterschiede in der Expression bariumsensitiver Strome
nachgewiesen werden. So exprimieren sowohl die murine C6-Gliomzelle als auch die
HROG38-Glioblastomzelllinie einen Barium-sensitiven Strom mit einem einwartsge-
richteten Anteil. Dass dabei die HROGO05-Zellinie, trotz der in gPCR- und Western-
Blot-Untersuchungen festgestellten Kir4.1-Expression, keinen Barium-sensitiven
Strom exprimiert, wirft einige Fragen auf. Mogliche Erklarungen fir diese Diskrepanz
sind einerseits, dass die gemessenen Strome nicht Kir4.1-spezifisch sind, sondern
auf weitere von Barium blockierte Kanale zurlickzuflhren sind. Eine weitere Erkla-
rung ist die Expression eines dysfunktionalen Kir4.1-Kanals oder eine Fehllokalisa-
tion des Kanalproteins an Membranen des Zellkerns, des endoplasmatischen Reti-
kulums oder des Golgi-Apparates, wie in Abschnitt 12.1 bereits angeflhrt. Weiterflh-
rend konnten hier Einzelzell-PCR-Untersuchungen genutzt werden, um Molekularbi-
ologie und Elektrophysiologie unmittelbar zu korrelieren. Da aufgrund der reduzierten
Expression der Kanéle sehr kleine Strome erwartet wurden und die Messung der
einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale am Institut erst etabliert werden musste,
wurde eine relativ hohe Bariumkonzentration zur Kanalblockade gewahit. Diese inhi-

biert, wie aus den Strom-Spannungs-Kennlinien ersichtlich, auch auswartsgleichrich-
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tende Strome bei positiveren Membranpotenzialen. Vor allem im Hinblick auf die Be-
einflussung der Zellzyklusregulation und zur weiteren Differenzierung der Stromkom-
ponenten, konnte diese Versuchsreihe um eine Blockade mit geringeren Bariumkon-
zentrationen erweitert werden. Der Nachweis der relativ hochregulierten auswartsge-
richteten Barium-sensitiven Strome ist gleichzeitig aber auch ein Hinweis auf die Ent-
differenzierung der Zellen. MacFarlane und Sontheimer haben bereits 2000 eine
Hochregulation der auswartsgleichrichtenden bariumsensitiven Strome und einen
Zusammenhang mit einem Eintritt in die G1- und S-Phase beschrieben (MacFarlane
und Sontheimer, 2000). So ahneln die hier resultierenden Strom-Spannungs-Kennli-
nien beispielsweise der Zelllinie HROG38 durch die grolte auswartsgerichtete Kom-
ponente eher den Kennlinien unreifer Astrozyten statt differenzierter Glia, bei denen
die einwartsgerichtete Kird.1-Komponente sonst deutlich Uberwiegt (Higashimori und
Sontheimer, 2007).

44 BARIUMEFFEKT AUF DAS MEMBRANPOTENZIAL

In der Literatur ist vielfach beschrieben, dass das negative Membranpotenzial von
Glia wesentlich durch einwartsgleichrichtende Kaliumstrome, darunter auch Kir4.1-
Strome, bedingt ist (Dennis und Gerschenfeld, 1969; Ransom und Sontheimer,
1995). Ebenso wurde bei kardialen Fibroblasten und Myofibroblasten ein Beeinflus-
sung der Proliferation und des Membranpotenzials durch einwartsgleichrichtende Ka-
liumstrome festgestellt (Chilton et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass ein Teil der untersuchten Gliomzelllinien einen Barium-sensitiven
Strom exprimiert. Die Tatsache, dass die Expression dieses Stroms mit einem nega-
tiveren Ruhemembranpotenzial und einer Depolarisation und Anstieg des Membran-
widerstandes infolge Bariumapplikation einhergeht, deutet darauf hin, dass die Ge-
nerierung des negativen Membranpotenzial wesentlich von diesem Barium-sensiti-
ven Strom abhangt. Entsprechend konnte in einzelnen Auswaschversuchen gezeigt
werden, dass sich nach Auswaschen der Barium-haltigen Extrazellulariosung das
Membranpotenzial wieder auf negative Werte repolarisiert, sodass dieser Effekt kein
Artefakt oder Folge einer Dekompensation der Zellen im Laufe der Versuche zu sein
scheint. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist anzunehmen, dass die Expression

der nachgewiesenen Barium-sensitiven Strome — moglicherweise Uberwiegend der
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Kird.1 Einwartsgleichrichter — einen wesentlichen Einfluss auf das Membranpotenzial

der untersuchten Zellen hat.

Wie schon erwahnt, ist in der Literatur ebenfalls ein Zusammenhang zwischen Memb-
ranpotenzial und Proliferationsrate beschrieben (Gallo et al., 1996; Knutson et al.,
1997). Bemerkenswerterweise zeigten sich entsprechend diesen Daten die
HROG38-Zellen in der Zellkultur mit ihrem vergleichsweise weniger depolarisierten
Membranpotenzial deutlich langsamer wachsend als HROG05-Zellen. Dies korreliert
zusétzlich auch mit dem postoperativen Uberleben: Wahrend die Patientin, aus deren
Glioblastom die HROGO05-Zellkultur etabliert wurde, drei Monate nach der Operation
verstarb, lag das postoperative Uberlegen der Patientin, die die HROG38-Zellen zur
Verfligung gestellt hat, bei Uber 19 Monaten.

Es ist jedoch nicht nur bekannt, dass der Verlust der Kir4.1-Expression Uber eine
Depolarisation mit einer Zunahme der Proliferation korreliert ist, sondern umgekehrt
auch, dass durch Transfektion eine stabile Expression von Kir4.1-Kanalen erzeugt
werden kann (Higashimori und Sontheimer, 2007). Diese fuhrte zu einer Repolarisa-
tion der Zellen, damit einhergehend zum Ubergang von der G2/M-Phase in die
G0/G1-Phase, und bewirkte schliefllich eine Reduktion der Proliferationsrate. Durch
Depolarisation infolge hoher extrazellularer Kaliumkonzentrationen oder der Applika-
tion von Barium konnte dieser Prozess umgekehrt werden (Kalsi et al., 2004;
Higashimori und Sontheimer, 2007). Angesichts der differenziellen Expression von
Kird.1-Kanalen in Glioblastomen stellt eine solche Beeinflussung der Proliferations-
regulation moglicherweise einen neuartigen Ansatz in der neuroonkologischen The-

rapie dar.

45 AUSBLICK

Eine Einschrankung der bisher durchgeflihrten Versuche ist, dass aufgrund der
neuen Etablierung der Messungen der bariumsensitive Strom in seinen einwarts- und
auswartsgleichrichtenden Komponenten nicht durch eine differenzielle Blockade auf-
geschlisselt wurde. Zudem bringt die Arbeit mit kultivierten Zellen weitere Unwag-
barkeiten mit sich. Faktoren wie das verwendete Medium, die Zugabe von Wachs-
tumsfaktoren und anderen Substanzen bis hin zu der Vorbereitung auf die Messun-
gen kdnnen Zelleigenschaften beeinflussen. Schon 1980 haben Black und Kornblith

beispielsweise gezeigt, dass die Zeitspanne von der Subkultivierung bis zur Messung
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einen Einfluss auf das gemessene Membranpotenzial der Zellen hat (Black und
Kornblith, 1980). So kann dies nur ein Anfang sein in der elektrophysiologischen Cha-
rakterisierung der am Institut etablierten Glioblastomzellen und der Verbindung die-

ser Erkenntnisse mit klinischen Eigenschaften der Tumore.

Auch war die Untersuchung der Proliferationsraten der Zelllinien und die Korrelation
mit der funktionellen Expression einwartsgleichrichtender Kaliumkanéle nicht Be-
standteil dieser Arbeit, bietet jedoch Potenzial fur weitere Untersuchungen. In diesem
Rahmen koénnte der Effekt einer Repolarisation der Zellen auf die Wachstumsraten
sowohl in vitro als auch in vivo untersucht werden. Mogliche Ansatze fur weiterge-
hende Untersuchungen konnten die Entwicklung und Applikation spezifischer Kali-
umkanalaktivatoren oder die Transfektion der Zellen mit Kir4.1 sein. Auf diese Weise
kann das Potenzial der Expression des Kir4.1 als Indikator fur Wachstumsraten und
Zelldifferenzierung weiter eruiert werden. Ebenfalls erschlief3t sich damit unter Um-
standen die Beeinflussung des Membranpotenzials der Glioblastomzellen nicht nur
als ein Ansatz zur Behandlung von Tumor-assoziierter Epilepsie, sondern auch als
ein mogliches onkologisches Target. In der Zusammenschau mit Untersuchungen
des Proliferationsverhaltens der Zellen sowie klinischer Daten besteht somit die Mog-
lichkeit, zu einem besseren Verstandnis der Regulierung des Zellzyklus zu gelangen,

was gegebenenfalls neuartige neuroonkologische Perspektiven erdffnet.
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V. THESEN
I. Gliome sind die haufigsten primaren Hirntumoren
Il. Das Glioblastoma multiforme, ein Grad IV Gliom, ist der haufigste maligne
Hirntumor und geht mit sehr schlechten Prognosen einher.

. Im Rahmen von Gliom- und Glioblastomerkrankungen kommt es haufig zu Tu-
mor-assoziierter Epilepsie, deren Atiopathologie bisher nicht abschlieRend ge-
klart ist und die oftmals pharmakoresistent sind.

IV. Glia spielen eine wichtige Rolle in der zerebralen Elektrolythombostase und
der Modulierung der Erregbarkeit.

V. Eine Schlusselrolle in der Funktion von Glia spielt der einwéartsgleichrichtende
Kaliumkanal Kir4.1.

V1.  Der Kir4.1-Kanal ist maligeblich an der Aufrechterhaltung des sehr negativen
Membranpotenzials von Gliazellen beteiligt.

VIl. Das Membranpotenzial von Gliazellen ist sowohl an der Beeinflussung der
neuronalen Erregbarkeit als auch an der Regulation von Proliferation und Dif-
ferenzierung von Glia beteiligt.

VIIl.  In Gliomen ist ein Kir4.1-Funktionsverlust beschrieben.
IX. Aufgrund der Schllisselrolle bezilglich der Modulation von Epileptogenitat als

auch der Regulation von Differenzierung und Proliferation von Gliazellen ist

der Kir4.1 eine potenziell bedeutsame neuroonkologische Zielstruktur.
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X.

Xl.

XIL.

XIII.

XIV.

In molekularbiologischen Untersuchungen konnte ein differenzieller Kir4.1-
Verlust in aus Patientinnenmaterial-etablierten Glioblastomzelllinien reprodu-

ziert werden.

In elektrophysiologischen Untersuchungen zeigte sich eine residuale funktio-
nelle Expression eines Barium-sensitiven Stroms mit geringer einwartsgerich-

teter Komponente.

Der Nachweis dieses Barium-sensitiven Stromes korreliert mit Ruhemembran-
potenzialen nahe physiologischer Werte. Der Verlust dieses Stromes geht ein-

her mit einem depolarisiertem Ruhemembranpotenzial.

Ebenso korreliert der Nachweis eines Barium-sensitiven Stroms mit einer Ba-

rium-abhangigen Depolarisation der Tumorzellen.

Damit konnte eine residuelle Expression eines Barium-sensitiven Strom mit
zumindest geringer einwartsgerichteter Komponente als maglicherweise funk-

tionelles Kir4.1-Korrelat nachgewiesen werden.

Weiterfuhrend sollten weitere Untersuchung durchgefihrt werden, um die Er-
gebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen mit klinischen Daten

und Proliferationsuntersuchungen zu korrelieren.

Zu klaren bleibt, ob sich der Kir4.1 als molekularer Marker eignet, um bei-
spielsweise das Risiko flr eine Tumor-assoziierte Epilepsie besser evaluieren

zu kdnnen, oder sogar als therapeutische Zielstruktur dienen kénnte.
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VI. ANHANG

Die Primer wurden mithilfe von NCBI Blast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) ent-

worfen, basierend auf Sequenzdaten fur die entsprechende Spezies, abgerufen vom

National Center for Biotechnology Information kurz NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Die

Sequenzen wurden so gewahlt, dass sie das Zielgen und eine Exon-Exon-Grenze in

jede Richtung abdecken, sodass das spatere Amplifikat der mRNA entspricht. Die so
entworfenen Primer wurden von TIB MOLBIOL GmbH (Berlin, Deutschland) bezo-
gen. Die Annealing-Temperatur betrug fur alle Primer 60°C.

Gen Primersequenz Produktlinge
Forward 5-3° (bp)
Reverse 3-5"
Kir4.1 - Ratte F: ACTGTCGCCAGTGGCAAATAC 188
.................................... R: COTTACTAATGCGCACACTAAGGG, ..o sssenssssne
Kir4.1 - human F: CGCAGTGGTGAGGGTGACTTTG 248
____________________________________ R: TCAGGGTCTCCGTAGCGTACAG ]
GAPDH - Ratte F: CACGGCAAGTTCAACGGCACAG 182
.................................... R T AGG T GAGCCCCAGCCTT ..o sssess rsssssessssssssssnse
GAPDH - human F: TGTGGGCAAGGTCATCCCTGAG 229
.................................... R: GGAGTGGGTCTCGCTGTICAAG ..o s sssenssssse
PGK1- Ratte F: GCAAAGACTGGCCAAGCTACTG 204
____________________________________ R: CGTGGCTTTCACCACCTCATCC ]
PGK1 - human F: GGAGAACCTCCGCTTTCATGTGG 20
.................................... R: CCAGCCTTCTGTGGCAGATTGAC ..o bsssessessssesssssse
S18 - Ratte F: GCGGAGATACGCTCATGTGG 193
____________________________________ R: GTTGGCCAGAACCTCGCTATAC ]
S18 - human F: ATCCACGCCAGTACAAGATCCC 162
.................................... R: AGAAGTGACGCAGCCCTCTATG ..o brsssessessssasssssse
GFAP - Ratte F: GCGCATTTGCCTCTCCAAGGAC 206
.................................... R BT T A CAGCT TACTACK .. coeeersesssess rssssssessssssssssse
GFAP - human F: ACCGCAGCCCTGAAAGAGATCC 20
R: AGACTCCAGGTCGCAGGTCAAG

Tabkelle 17 — Verzeichnis der verwendeten Primer
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Antikorper Spezies Verdiinnung | Hersteller und Sitz
MU_GAPDH{EHSS} ................................ Kammhen ............ 110033 ................ C a“S,gna“ng
(Cambridge, UK)
Anti-Kird.1 (APC-035) Kaninchen 1:400 Alomone
(Jerusalem, Israel)
Sekundar: Anti-Rabbit (#926-3221) Ziege 1:5000 LI-COR
(Lincoln, NE, USA)
Tabelle 18 — verwendete Antikorper
heat pull velocity time (ms)
518 - 16 250
..... e s I P e
..... 534 12250
..... 594 12250
""" s04 | . 42 | 280
""" s5 | - 1 1 | w0
Tabelle 19 — Protokoll fir P-97 Sutter Pipette Puller
Vergleich Rangsummen- q p p <005
unterschied
HROGO0S5 vs HROG38 63,000 4,455 0,020 Ja
HRoGos v 06T | 4000 | Tased | o011 | e
HROGO5vsU87 | 54000 | 5671 |<0001| Ja
HROGO5VsHROGO2 | 41000 | 5686 |<0001| Ja
HROGO0S5 vs HROG24 28,000 5715 <0,001 Ja
HR{){;24\;5HR(}(;33 35{]["3 ................ 2953 ......... |:|224 ......... Nem ......
HR{){;24\;5HR(}(;15 zﬁ{mn ................ 2?31 .......... |:|215 ......... Nem ......
HR{){;24\;5U_3? zﬁ{mngﬁ{]ﬁ ......... uuzg ......... Nem ......
HR{){;24\;5HR(}GD2 ........................... 1 3{]un ................ 2554 ......... Duﬁ1 ......... Nem ......
HR{){;nzvsHﬁggaa 22{]["‘,] ................ 231':' ......... uaﬁ{] ......... Nem ......
HR{]G{]E\;SHH(}G15 ........................... 1 3{]un ................. 1 3{]3 ......... |:|4ng ......... Nem ......
HROGO2vsU87 | 13000 | 2654 | 0061 | Nen
UdrvsHROG3S | 9000 1. 1,248 | 0,651 | Nein |
87 vs HROGTS e 0.000 ..l 0,000 .1.1.000 | Nein |
HROG15 vs HROG38 9,000 1,837 0,194 Nein

Tabelle 20 — Mittelwertvergleich quantitative rtPCR
Kir4.1 Expression der humanen Zelllinien, Mittelwertvergleich nach Student-Newman-Keuls-Test,

siehe Abb. 10, Kapitel I11.3.1
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